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= (54) Title: METHOD OF SELECTING HLA-DP4 LIGANDS AND THE APPLICATIONS THEREOF 

^ (54) Titre : PROCEDE DE SELECTION DE LIGANDS D'HLA-DP4 ET SES APPLICATIONS 

(57) Abstract: The invention relates to a method of selecting HLA-DP4 Hgand molecules comprising the following steps: (i) incu- 
bation of purified HLA-DP4 with a tracer having general formula (I) Z1X1X2X3X4X5X6X7X8X9Z2 (wherein Zi and Z2. which may be 
identical or dififerent, arc equal to zero or each represent a peptide with between 1 and 100 amino acids; Xe represents an aromatic or 
hydrophobic amino acid or a cysteine; and Xi represents an aromatic or hydrophobic amino acid and/or X9 represents an aromatic or 
hydrophobic amino acid or C. D, O. T or H: and X2,X3.X..X5.X7 and Xo each represent an amino acid) in the presence of HifPerent 
concentrations of molecule(s) to be tested; (ii) separation of the different complexes formed; (iii) detection of HLA-DP4/peptide 
tracer complexes; and (iv) selection of ligand molecules having a binding capacity IC50 < 1000 nM. The invention also relates to the 
applications of same. 



(57) Abr^g^ : Proced^ de selection de molecules ligand d*HLA-DP4 comprenant les Stapes suivantes: (i) incubation d'HLA-DP4 
purifiee avec un traceur de formule gen^rale (I) Z1X1X2X3X4X5X6X7X8X9Z2, dans laquelle: Zi et Z2. identiques ou differents. sont 
nuls ou representent chacun un peptide de I a 100 acides amines, Xe represente un acide amine aromatique ou hydrophobe ou bien une 
cysteine, et Xi represente un acide amin6 aromatique ou hydrophobe et/ou X9 represente un acide amine aromatique ou hydrophobe, 
ou bien C. D, Q. S. T ou E. et X2.X3,X4,X5,X7 el Xg representent chacun un acide amine, en presence de differentes concentrations 
de mol6cule(s) ^ tester, (ii) separation des differents complexes formes, (iii) revelation des complexes HLA-DP4/peptide traceur, et 
(iv) selection des molecules ligand qui pr^sentent une activity de liaison ICso < 1000 nM. et ses applications. 
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PROCEDE DE SELECTION DE LIGANDS D'HLA-DP4 
ET SES APPLICATIONS 

La presente Invention est relative a un precede de selection de 
ligands d*HLA-DP4 et a ses applications. 
5 Les lymphocytes T CD4+ font partie des principales cellules regu- 

latrices de la reponse immunitaire. Specifiques des antigenes, ils sont en effet capables 
de reconnaitre la presence d'un agent pathogene, d'un allergene ou d'une cellule 
tumorale et de declencher une reponse immunitaire. La reconnaissance de ces anti- 
genes conduit en effet k I'activation des lymphocytes T CD4+ qui secretent la plupart 

10 des cytokines necessaires au recrutement de cellules effectrices que sont les lympho- 
cytes CD8+ cytotoxiques et les lymphocytes B producteurs d'anticorps. Les lympho- 
cytes T CD4+ interviennent egalement dans Tactivation des cellules par des contacts 
cellulaires et par exemple induisent I'activation, par la molecufe CD40, des cellules 
dendritiques presentatrices de I'antigene. Uactivation des lymphocytes T CD4-I- est un 

15 pronostic favorable lors des infections par des virus tels que le virus de rimmunodefi- 
cience humaine (VM), les papillomavirus humains (HPV) ou le virus de I'hepatite C 
(HCV) et ces cellules apparaissent comme necessaires a I'immunite anti-tumorale. 
Leur role n'est toutefois pas systematiquement benefique pour I'organisme. Les mala- 
dies autoimmunes resultent tres souvent d'une activation incontrolee de lymphocytes 

20 T CD4+. C'est le cas de la sclerose en plaque et du diabete insulino-dependant. Ces 
lymphocytes contribuent egalement a Tetablissement des maladies allergiques. L*IL4, 
qui est principalement secretee par les lymphocytes T CD4+, est en effet le principal 
facteur qui conduit a la production d'IgE. Enfin, le role des lymphocytes T CD4+ dans 
le declenchement du rejet de greffe est bien etabli. Ainsi, selon la maladie, les traite- 

25 ments visent a declencher I'activation des lymphocytes T CD4+. (vaccination contre un 
agent pathogene ou une cellule tumorale) ou a diminuer I'etat deactivation des lympho- 
cytes T CD4+ (desensibilisation contre I'allergie, prevention du rejet de greffe). 

L'aclivauOij tics lyuipliocyLes T CD4-r se fail sou6 rcfrei uc la pre- 
sentation de peptides antigeniques par les molecules du complexe majeur d'histo- 

30 compatibilite de type IT que portent les cellules presentatrices d'antigene (APC pour 
Antigen Presenting Cell) ; chez Thomme, elles sont denommees molecules HLA II 
pour Human Leucocyte Antigen type II. Ces peptides antigeniques, appeles epitopes T, 
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resultent de la degradation proteolytique des antigenes par les cellules presentatrices 
d'antigene. lis ont des longueurs variables, generalement de 13 a 25 acides amines et 
possedent une sequence qui les rend capables de se Her aux molecules HLA II. II est 
bien connu qu'au meme litre que Tantigene natif, un peptide epitope T est capable de 
5 stiniuler in vitro des lymphocytes T CD4+ qui lui sont specifiques ou de les recruter in 
vivo. II est done suffisant pour induire une reponsc T CD4+. D'une maniere interes- 
sante, on sait 6galement que selon les modes de presentation (voie d'administration, 
doses, adjonction ou non d'un adjuvant), la reconnaissance de ces peptides entraine 
soit une activation des lymphocytes T CD4+ (ALEXANDER et al., J, Immunol., 2000, 

10 164, 1625-1633 ; DEL GUERCIO et al., Vaccine, 1997, 15, 441-448 ; FRANKE et al., 
Vaccine, 1999, 17, 1201-1205), soit leur anergic (MULLER et al., J. Allergy Clin, 
ImmitnoL, 1998, 101, 747-754 ; OLDFIELD et al., J. Immunol, 2001, 167, 1734- 
1739). Ces peptides epitopes T sont done susceptibles a la fois de participer a la 
composition d'un vaccin ou de servir a diminuer Tactivation non desiree de lympho- 

15 cytes T CD4+. lis sont egalement susceptibles de participer a un test de diagnostic de 
I'etat immunitaire de patients ou d'individus normaux reposant sur la detection directe 
(test de proliferation lymphocytaire) ou indirecte (production d*anticorps, de cyto- 
kines...) desdits lymphocytes T CD4+ actives. 

Un des problemes majeurs qui limite I'utilisation de ces peptides est 

20 ridentification de ces epitopes, etant donne que leur sequence varie d'un individu k 
Tautre en raison du polymorphisme des molecules HLA II. En effet, les molecules 
HLA n sont des heterodimeres constitutes d'une chaine alpha (a) et d'une chaine beta 
(P) polymorphes. II existe quatre types de molecules HLA EL par individu (2 HLA-DR, 
1 HLA-DQ et I HLA-DP). La molecule HLA-DR dont la chaine beta (p) est codec 

25 par le gene DRBI est la plus exprimee. A ce jour, la chaine beta codec par le gene 
DRBl est la plus polymorphe et compte 273 alleles. Pour les molecules HLA-DQ et 
HLA-DP, les deux chaines (a et p) qui les constituent sont polymorphes mais elles 
presentent moins d'alleles. On compte en effet 21 alleles DQAl (chaine a de HLA- 
DQ), 45 alleles DQBl (chaine P de HLA-DQ), 19 alleles DPAl (chaine a de HLA- 

30 DP) et 93 alleles DPBl (chaine p de HLA-DP). Cependant, la co'mbinaison entre les 
deux chaines a et P codecs par ces alleles donne naissance a de nombreuses molecules 
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HLA-DQ et HLA-DP. Du fait de ce polymorphisme, ces isoformes possedent des pro- 
prietes de liaison differentes entre elles, ce qui implique qu*elles peuvent lier des 
peptides differents d*un meme antigene. Ainsi, chaque individu reconnait dans un 
antigene un ensemble de peptides dont la nature depend des molecules HLA 11 qui le 
5 caracterise. Comme il existe un grand nombre d'alleles HLA II, on peut supposer qu'il 
existe dans une sequence donnee un repertoire important de peptides epitopes T de 
sequences trbs differentes, chacun specifique d'un allele different. 

Toutefois, cette diversite de molecules HLA n n'est pas aussi 
importante a T^chelle de chaque population qu*a Techelle mondiale comme illustre par 
1 0 le Tableau I ci-dessous. 

Tableau I : Frequences geniques des molecules HLA de classe 11 les plus abondantes 
dans la population Caucasienne (Europe, USA) *, d'apres Colombani J., 1993, HLA: 
fonciions immunitaires et applications medicates, Eds John Libbey Eurotext. 



Molecules 


Chaine a 


Frequence 

(%) 


Chaine p 


Frequence 

(%) 


Molecules abondantes 


HLA-DR 


DRA*010l 


100 


DRB1*0101 
DRBl*1501 
DRB I ♦0301 
DRB 1*0401 
DRBI*1I01 
DRB1*1301 
DRB 1*070 1 
DRB3*0101 
DRB3*0202 
DRB4*0101 
DRB5*OI01 


9,3 
8,0 
10,9 
5.6 
9,2 
6,0 
14,0 
9,2 
12,0 
28,4 
7,9 


DRA*0101/DRB1*0101 
DRA*0I0l/DRBl*150I 
DRA*0101/DRB 1*0301 
DRA*010l/DRBl*0401 
DRA*0101/DRBl*I10l 
DRA*0101/DRB1*1301 
DRA*0101/DRB 1*0701 
DRA*0101/DRB3*0l0l 
DRA*0101/DRB 1*0202 
DRA*0101/DRB4*0101 
DRA*0101/DRB5*0101 


HLA-DQ 


DQAl*010I 
DQA 1*0 102 
DQA 1*0201 
DQA 1*0301 
DQA!*0501 


17,0 
15,8 
12,4 
14,5 
20,9 


DQB 1*0501 
DQB 1*0602 
DQB 1*0603 
DQB 1*0201 
DQB 1*0301 
DQB 1*0302 


14,9 
9,8 
5.8 
21,3 
12,0 
13,0 


DQAI*0101/DQB1*0501 
DQA 1*0501/ DQB 1*0301 
DQA 1*0501/ DQB 1*0201 
DQA 1*0301/ DQB 1*0302 
DQA 1 ♦O 1 02/ DQB 1 *0602 
DQA1*0201/DQB1*0201 


HLA-DP 


DPA1*0103 

DPA 1*0201 


78,2 
21,2 


DPB1*0101 
DPB 1*0201 
DPB1*030I 
DPBl*040l 
DPB1*0402 


7,1 
11,9 
9,1 
40,1 
11,0 


DPAl*O201/DPBl*0lOI 
DPA 1*0 103/ DPB 1*0201 
DPA 1*0 103/ DPB 1*030! 
DPA1*0103/ DPB1*0401 
DPA1*0103/DPB1*0402 



*Les frequences geniques des 2 molecules HLA-DP4 soni indiquees en gras. 



15 Ainsi, pour les molecules HLA-DR et HLA-DQ, une dizaine 

d'alleles suffisent pour couvrir plus de 60 % de la frequence genique retrouvee dans la 
population caucasienne et done concemer plus de 85 % de la population caucasienne. 
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Pour les molecules HLA-DP, la molecule la plus frequente est la 
molecule DP4 issue des alleles DPA1*0103 et DPBI*0401 qui ont des frequences 
geniques de 78,2 % et 40 % respectivement. Trois autres molecules DP ont des 
frequences qui depassent les 5 % : une molecule DP3 (DPA1*OI03/DPB1*0301), une 
5 molecule DP2 (DPA1*0 1 03/DPB 1*0201) et une molecule DP4 
(DPA1*0103/DPB 1*0402) ; les molecules HLA II sont denommees en fonction de 
I'allele DPBl codant la chaine p qui est la plus polymorphe. 

Ainsi, quatre molecules HLA-DP (1 molecule DP3, 1 molecule DP2 
et 2 molecules DP4) suffisent done pour couvrir 71 % de la frequence genique de la 

10 population caucasienne, les deux molecules DP4, couvrant a elles seules 51 %. 
Chacune de ces molecules DP4 comprend une chaine a variable codee, soit par 
DPA1*0103 qui est la plus frequente (78,2 %), soit par DPA1*020I (20,2 %), les 
deux chaines a differant uniquement au niveau de 3 acides amines (positions 3 1 , 50 et 
83 ; Tableau II). Les molecules HLA-DP4 qui presentent une frequence allelique 

15 elevee dans la population caucasienne (de Tordre de 50 % en Europe et 80 % en 
Amerique du Nord), sont egalement presentes a des frequences non negligeables dans 
les autres populations (frequence allelique de Tordre de 60 % en Amerique du Sud, 60 
% en Inde, 25 % en Afrique et 15 % au Japon, Colombani et al., precite). 

Tableau II : Polymorphisme des chaines a et p des molecules HLA-DP dans la 

20 population Caucasienne (Europe, USA), d'apres Colombani J., precite. 



Positions polymorphiques* 



Chaine p 


Alleles 


Freq (%) 


8 


9 


11 


37 


38 


57 


58 


59 67 


71 


78 


86 


87 


88 


89 




401 


40.1 


L 


F 


G 


F 


A 


A 


A 


E 1 


K 


M 


G 


G 


P 


M 




402 


11.0 










V 


D 


E 


















201 


11.9 










V 


D 


E 




E 














501 


1.3 








L 


V 


E 










D 










101 


7.1 


V 


Y 


G 


Y 














D 


E 


A 


V 




301 


9. 1 


V 




L 




V 


u 


£ 


D L 




V 


U 


E 


n 


« / 
V 




901 


1.1 


V 


H 


L 




V 


D 


E 


D 1 


E 


V 


0 


E 


A 


V 


Chaine a 


Alleles 


Freq (%) 


31 


50 


83 


























103 


78.2 


M 


Q 


T 


























201 


21.2 


Q 


R 


A 
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* Les sequences, disponibtes sur le site internet http://vvww.ebi.ac.uk/imgt/hla . sont numerotees selon la 
numerotation de STERN et al. {Nature, 1994, 368, 215-221) pour la molecule HLA-DR ; comme les 
residus en positions 23 et 24 sont absents dans tes sequences de DPB, les residus indiques aux positions 
37, 38, 57, 59, 67, 71, 78, 86, 87, 88 et 89 correspondent respectivement aux positions 35, 36, 55, 56, 
5 57, 65, 69, 76, 84, 85, 86 et 87 dans la sequence de DPB. 

Pourtant, malgre leur frequence 61evee chacune de ces molecules 
DP4 n'a ete que tres partiellement etudiee ; les etudes les plus nombreuses resultent en 
fait de risolement de clones de lymphocytes T CD4+ restreints aux molecules HLA- 
10 DP4 et specifiques des peptides presentes dans le Tableau HI, ci-apres, issus des anti- 
genes suivants : 

- antigenes de microorganismes pathogenes tels que la toxine 
tetanique (WYSS CORAY et al., Eur J. Immunol, 1992, 22, 2295), I'antigene WI-1 de 
Blastomyces dermatitidis (CHANG et al., Inf. Immun., 2000, 68, 502), la proteine hsp 

15 65 de Mycobacterium bovis (GASTON et al., Int, Immunol., 1991, 3, 965-972), I'anti- 
gene S du virus de Thepatite B (HBsAg pour Hepatitis B virus S antigen ; CELIS et 
al., J. ViroL, 1989, 63, 747), la phosphoproteine du virus de la rage (RV-NS pour 
Rabies Virus Non-Structural phosphoprotein) ou la neuraminidase du virus de la 
grippe (EBV-Nm pour influenza B virus Neuraminidase ; CELIS et al., Immunol,, 

20 1990, 145, 305) et la proteine UL21 du virus de Vherpes simplex de type 1 (KOELLE 
etal.,y. ViroL, 2000, 74, 10930-10938), 

- allergenes tels que Tallergene majeur de Dermatophagoides ptero- 
nyssinus (HIGGINS, / Allergy Clin. Immunol, 1992, 90, 749), et 

- antigenes tumoraux tels que MAGE-A3 (SCHULTZ et al., Cancer 
25 Res., 2000, 60, 6272), et NY-ESOl (ZENG et al., P. N A, 5., 2001, 98, 3964-3969). 
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Tableau III : Sequences des peptides ligands des molecules HLA'DP4 



Peptides 


Sequences 


Numero 
d'identification 


Reference 


TT QA7 QC7 

1 1 y4f-yof 


CMKJCT\/CCr\A/l R\/Dk\/QAQ1-Il P 
rlNINr 1 VOrVvLlAVrrvVOMonLC 


QPn in fvin-i 


\A/\/<Q Pnrai/ a\ a! 1 QQ9 




U r Y In W U W Ur T n C IN T U VVUL VV IN IN IN 


ccn in hiri'O 
ocvj lU riyJ.c. 


V^nanQ ei ol., £\}\J\J 


Sid 

( HBsAg 19-28) 


rrLLTRILTI 


ocvJ lU INU.O 


Palie at fit iQflQ 

ueiis ei ai., iso? 


NS-p2 
(RVNS 101-120) 


GVQlVRQIRSGERFLKiWSQ 


SEQ ID N0:4 


Cells at al., 1990 


FLU-pl 
(VIB Nm 247-260) 


GISKCRFLKIREGR 


SEQ ID N0:5 


Celis et al., 1 990. 


MT 451-466 


lAFNSGMEPGWAEKV 


SEQ ID N0:6 


Gaston et al.,1991 


MT 456-471 


GMEPGWAEKVRNLSV 


SEQ ID N0:7 


Gaston et ai,,1991 


Derp 101-119 


PNAQRFGISNYCQIYP 


SEQ ID N0:8 


Higgins. 1992 


MAG 247-258 


TQHFVQENYLEY 


SEQ ID N0:9 


Schultz et al.. 2000 


NY-ES01 16M80 


MWITQCFLPVFLAQPPSGQR 


SEQ ID NO:10 


Zeng et al., 2001 


NY-ES01 156-175 


QLSLLMWITQCFLPVFUQPP 


SEQ ID N0:11 


Zeng et at.. 2001 




RFI WWVPYAC^n 


SEQ ID NO* 12 


Koelleetal 2000 


IL3 127-146 


GPGAPADVQYDLYLNVANRR 


SEQ ID N0:13 


Falk el al., 1994 


UNK1 
(UNK 1-17) 


EKKYFAATQFEPLAARL 


SEQ ID N0:14 


Falketal., 1994 


UNK2 
(UNK 2-17) 


KKYFAATQFEPLAARL 


SEQ ID N0:15 


Falk etal., 1994 


UNK3 
(UNKM3) 


EKKYFAATQFEPL 


SEQ ID N0:16 


Falketal., 1994 



Les etudes precitees qui reposent sur risolement de clones de 
lymphocytes T CD4+ restreints aux molecules HLA-DP4 mettent en oeuvre un test 
5 fonctionnel (test de proliferation) qui n'a pas permis de mettre en evidence un motif de 
liaison aux molecules DP4, partage par Tensemble de ces peptides. En outre, ce test 
est tres lourd a mettre en oeuvre du fait qu'il necessite de nombreux patients correc- 
tement echantillonnes, de maniere a ce qu*ils representent la diversite des molecules 
HLA II de Tensemble de la population. En outre, les epitopes definis sont ceux utilises 
10 par le systeme immunitaire des patients lors de Tinfection naturelle par un antigene ; 
ces epitopes ne sont pas necessairement les plus efficaces pour induire une reponse 
immunitaire contre ce meme antigene. 

En utilisant une autre approche, a savoir Tanalyse de quatre peptides 
naturellement presents sur les molecules DP4 [peptide 127-146 de la chalne a du 
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recepteur de riL3 (IL3 127-146 ; SEQ ID NO: 13) et trois peptides d'origine 
inconnue: UNKl (SEQ ID N0:14), UNK2 (SEQ ID NO:15) et UNK3 (SEQ ID 
NO: 16) ; Tableau ID], FALK et al. {Immunogenetics, 1994, 39, 230-242) ont propose 
une sequence consensus de liaison aux molecules DP4. Cette sequence comprend trois 
5 residus d*ancrage respectivement en positions PI, P7 et P9/P10. PI et P7 sont hydro- 
phobes ou aromatiques (Y, V, L, F, I, A, M, W) et P9/P10 sont de preference alipha- 
tiques ; toutefois, un residu Y est toler6 en position P9/P10 mais pas un residu F. Les 
residus PI et P7 sont precedes de groupes de residus charges (K, R, E, N, Q pour PI et 
N, K, E pour P7), et des residus de petite taillc (A, V) sont frequents en position P3 et 

10 P9. Le Tableau III montre que les seuls autres peptides ligands de DP4 presentant ce 
motif sont les peptides chevauchants NY-ESOl 161-180 et NY- ESOl 156-175. En 
consequence, ce motif propose par FALK et al. ne permet pas de definir un motif de 
liaison aux molecules DP4 partage par Tensemble des peptides ligands des molecules 
DP4, identifies par des tests fonctionnels. 

15 Alors que des tests de liaison aux molecules DP9 (DONG et al., J, 

Immunol, 1995, 154, 4536-4545) et DP2 (CHICZ et aL, Immunol, 1997, 159, 
4935-4942), derives de ceux developpes pour les molecules DR [MARSHALL et al., 
J. Immunol,, 1994, 152, 4946 (HLA-DRl) ; Brevet FR 99 0879 et TEXIER et al., J. 
Immunol, 2000, 164, 3177 (HLA-DRl, -DR2, -DR3, -DR4, -DR7, -DRll et -DR13)] 

20 permettent d'isoler des peptides specifiques de respectivement DP9 et DP2, ces tests 
ne permettent pas d'isoler des peptides specifiques de DP4 (CHICZ et al., precite) : les 
peptides isoles par le test de liaison a DP2 ont une forte affinity pour DP2 (activite de 
liaison < 10 nM) alors que des peptides connus pour etre restreints ^ DP4 comme le 
peptide HBsAg 14-33, presentent une activite mediocre (20 ^iM). 

25 En outre, du fait des differences importantes des residus du site de 

liaison, entre les principales molecules DP, les tests de liaison developpes pour ces 
molecules ne permettent pas d^identifier des peptides restreints a DP4. 

Ainsi, ies motifs de iiaiiiun partages par rcnscuiblc ucs pcpiiucS 
capables de se Her aux molecules HLA-DP4 n'ont pas ete identifies, notamment du 

30 fait qu'il n'existe pas de procede d*identification de tels peptides qui soit simple a 
mettre en oeuvre et adapte au criblage simultane d*un grand nombre de peptides 
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comme des banques de peptides chevauchants representant la sequence d'antigene 
d*interet. 

Pourtant, compte tenu de la frequence des molecules DP4, les pep- 
tides qui se lient aux molecules DP4 constituent des peptides candidats pour 
5 rimmunotherapie sp^cifique et la vaccination et pourraient servir au diagnostic de 
I'etat immunitaire de patients ou d'individus normaux. 

Les Inventeurs ont done developpe un procede de selection de 
ligands d'HLA-DP4 qui leur a permis d'isoler des ligands specifiques d'HLA-DP4, 
notamment des peptides et de preciser le motif de liaison partage par les peptides 
10 ligands d'HLA-DP4, a partir des peptides obtenus. 

En consequence, la presente invention a pour objet un procede de 
selection de molecules ligand d'HLA-DP4 comprenant les etapes suivantes : 

(i) incubation d'HLA-DP4 purifiee avec un traceur constitue par un 
peptide prealablement marque et apte a etre detecte par un signal approprie, lequel 

15 peptide traceur est choisi dans le groupe constitue par les peptides presentant un 
rapport signal/bruit de fond superieur a 5, a la concentration de 10 nM, dans un test 
direct de liaison a HLA-DP4, et repondant a la formule generale (1) 
Z1X1X2X3X4X5X6X7X8X9Z2 dans laquelle : 

- Z| et Z2, identiques ou differents, sont nuls ou representent chacun 
20 un peptide de 1 a 100 acides amines naturels ou synthetiques, de preference de 1 a 30 

acides amines ; de maniere encore plus preferee, de 1 a 10 acides amines, 

- X6 rcpresente un acide amine aromatique ou hydrophobe, ou bien 

une cysteine (C), 

- X| represente un acide amine aromatique ou hydrophobe et/ou X9 
25 represente un acide amine aromatique ou hydrophobe, ou bien une cysteine (C), un 

acide aspartique (D), une glutamine (Q), une serine (S), une threonine (T) ou un acide 
glutamique (E), et 

- X2, X3, X4, X5, X7 et Xs representent chacun un acide amine naturei 

ou synthetique, 

30 en presence de differentes concentrations de molecule(s) a tester, 

(ii) separation des differents complexes formes. 
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(iii) r6v61ation des complexes HLA-DP4/peptide traceur par mesure 
du signal associe audit peptide traceur et 

(iv) selection des molecules ligand qui presentent une activite de 
liaison IC50 < 1000 nM, correspondant a la concentration de ces molecules qui 

5 inhibent 50 % de la liaison du peptide traceur. 

Les residus X|, Xe et X9 de la formule generale (I) telle que definie 
ci-dessus, qui constituent les residus d'ancrage dans les poches de la molecule d'HLA- 
DP4, sont 6galement denommes respectivement residus PI, P6 et P9. Parmi ces resi- 
dus, les residus XI (ou PI) et X6 (ou P6) sont les residus qui contribuent majoritaire- 
10 ment a la liaison a HLA-DP4. Le residu X9 ou P9 est moins important et contribue 
plus faiblement a la liaison a HLA-DP4. 

Au sens de la presente invention, on entend par : 

- acides amines naturels ou synthetiques, les 20 a-acides amines 
naturels communement trouves dans les proteines (code a une lettre: A, R, N, D, C, Q, 

15 E, G, H, I, L, K, M, F, P, S, T, W, Y et V), certains acides amines rarement rencontres 
dans les proteines (hydroxyproline, hydroxylysine, methyllysine, dimethyllysine..), les 
acides amines qui n'existent pas dans les proteines tels que la p-alanine, I'acide y- 
aminobutyrique, Thomocysteine, Tomithine, la citrulline, la canavanine, la norleucine, 
la cyclohexylalanine..., ainsi que les enantiom^res et les diastereoisomeres des acides 

20 amines precedents. 

- acide amine hydrophobe, un acide amine selectionne paimi (code a 
une lettre) : A, V, L, I, P, W, F et M. 

- acide amine aromatique, un acide amine selectionne parmi (code a 
une lettre) : F, W et Y. 

25 L'utilisation d'un peptide traceur, tel que defini a I'etape (i) permet 

de selectionner effectivement des ligands specifiques d'HLA-DP4, c'est-a-dire des 
molecules, notamment des peptides, qui presentent une bonne affmite pour HLA-DP4 
c'est-a-dire une activite de liaison < lOOO nM. 

Un peptide traceur conforme d Tinvention est selectionne en mettant 

30 en oeuvre un test direct de liaison a HLA-DP4, par exemple en suivant les etapes (i) 
(ii) et (iii) du protocole defini ci-dessus mais en Tabsence de competiteur, corres- 
pondant a la molecule i tester. Le signal approprie detecte (fluorescence,..) revele les 



wo 03/040299 



PCT/FR02/03555 



10 

complexes HLA-DP4/peptide traceur [etape (iii)] et le bruit de fond represente le 
signal correspondant, obtenu en I'absence d*HLA-DP4, 
De preference : 

- X6 est selectionne parmi L, I, W, F, M, Y et C, et 
5 - X| est selectionne parmi A, V, L, I, W, F, M et Y, et/ou X9 est 

selectionne parmi A, V, L, I, P, W, F, M, Y, C, D, Q, S, T et E. 

Des peptides traceurs conformes a Tinvention sont representes par 
les peptides NS-p2 (SEQ ID N0:4), MAG 247-258 (SEQ ID N0:9), UL21 283-293 
(SEQ ID NO:12), IL3 127-146 (SEQ ID N0:13), UNKl (SEQ ED NO: 14), UL21 
1 0 283-302 (SEQ ID NO: 1 8) et MAG 245-258 (SEQ ID NO: 1 9). 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, le 
peptide traceur est choisi dans le groupe constitue par les peptides biotinyles, radio- 
marques et les peptides couples a un fluorochrome. 

A Tetape (ii), la separation des complexes formes des peptides non 
15 lies est effectuee par exemple, par transfertdes complexes formes sur une plaque de 
microtitration prealablement recouverte d'un anticorps specifique d'HLA-DP, par 
chromatographic sur une colonne de gel-filtration ou par centrifugation. 

Lorsque le peptide traceur est radiomarque ou couple h un fluoro- 
chrome, notamment a I'europium, les complexes HLA-DP4/peptide traceur sont 
20 detectes de maniere directe par la mesure de la radioactivite ou de la fluorescence 
emise par lesdits complexes. 

Lorsque le peptide traceur est biotinyle, les complexes HLA- 
DP4/peptide traceur sont detectes de maniere indirecte ^ Taide de streptavidine conju- 
guee, par exemple par une revelation immunoenzjmiatique a Taide de streptavidine 
25 conjuguee a une enzyme telle que la phosphatase alcaline et d'un substrat de la 
phosphatase alcaline tel que le 4-methyl-umbelliferyl-phosphate (MUP). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, le 
pepride traceur esc utilise a une concentration < 200 nivi, de preference inferieure a 
20 nM ; de maniere encore plus preferee, le traceur est utilise a la concentration de 
30 10 nM. 
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Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantagcux dudit pro- 
cede, ladite HLA-DP4 de Tetape i) est choisie dans le groupe constitue par les mole- 
cules codecs par les alleles DPAl*103/DPB 1*0401 et DPA1*103/DPB 1*0402. 

Le precede selon I'invention permet avantageusement de selection- 
5 ner n*importe quel ligand d'HLA-DP4; il s'agit aussi bien de molecules minerales ou 
organiques comme les peptides et les pseudopeptides. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, 
lesdites molecules a tester representent une banque de peptides chevauchants recou- 
vrant la sequence d*un antigene, 
10 La presente invention a egalement pour objet des ligands d'HLA- 

DP4 susceptibles d'etre obtenus par le procede de selection tel que defini ci-dessus, 
correspondant a une molecule min6rale ou organique, naturelle ou synthetique, 
presentanl une activite de liaison a HLA-DP4 inferieure a 1000 nM. 

L'activite de liaison a HLA-DP4 d'une molecule ligand, telle que 
15 definie ci-dessus, correspond a la concentration de ladite molecule ligand qui inhibe 
50 % de la liaison a HLA-DP4 d'un peptide traceur marque, dans un test en competi- 
tion comme le procede de selection de ligands d'HLA-DP4 defini ci-dessus. 

Parmi ces molecules ligand, on peut citer notamment les peptides et 
les peptides modifies tels que les glycopeptides, les lipopeptides, les peptides compre- 
20 nant des acides amines D, des liaisons pseudo-peptidiques (pseudo-peptides) ou des 
modifications des extremites C-ou N-terminales. 

La partie lipidique du lipopeptide ligand est notamment obtenue par 
. addition d'un motif lipidique sur une fonction a-aminee desdits peptides ou sur une 
fonction reactive de la chaine laterale d'un acide amine de la partie peptidique ; elle 
25 peut comprendre une ou plusieurs chaines, derivees d'acides gras en C4-C20, even- 
tuellement ramifiees ou insaturees (acide palmitique, acide oleique, acide linoleique, 
acide linolenique, acide 2-amino hexadecanoTque, pimelautide, trimetauxide) ou deri- 
vees d'un steroide. Le procede de prepararion de teis iipopepiides est noiamment decrit 
dans les Demandes intemationales WO 99/40113 ou WO 99/51630. La partie lipi- 
30 dique preferee est notamment representee par un groupe N°-acetyl-lysine 
N^(palmitoyl), egalement denomme Ac-K(Pam). 
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Selon un mode de realisation avantageux dudit peptide iigand 
d*HLA-DP4 tel que defini ci-dessus, sa sequence peptidique repond a la formule gene- 
rale (I) Z,XiX2X3X4X5X6X7X8X9Z2, dans laquelle : 

- Z| et Z2, identiques ou differents, sont nuls ou representent chacun 
5 un peptide de 1 a 100 acides amines tels que definis ci-dessus, de preference de 1 a 30 

acides amines ; de maniere encore plus preferee, de 1 a 10 acides amines, 

- Xe repr^sente un acide amine aromatique ou hydrophobe ou bien 

une cysteine (C), 

- Xi represente un acide amin6 aromatique ou hydrophobe et/ou X9 
0 represente un acide amine aromatique ou hydrophobe, ou bien une cysteine (C), un 

acide aspartique (D), une glutamine (Q), une serine (S), une threonine (T) ou un acide 
glutamique (E), et 

- X2, X3, X4, X5, X7 et Xg representent chacun un acide amine nature! 

ou synthetique, 

5 a condition que ledit peptide ligand d'HLA-DP4 de formule generale (I) ne corres- 
ponde a aucune des sequences SEQ ID NO: 1 a 17. 

Seion un mode de realisation avantageux dudit peptide ligand : 

- Xe est selectionne parmi L, I, W, F, M, Y et C, et 

- X| est selectionne parmi A, V, L, I, W, F, M et Y, et/ou X9 est 
selectionne parmi A, V, L, I, P, W, F, M, Y, C, D, Q, S, T et E. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ledit 
peptide ligand se lie specifiquement a DPB 1*0401 (activite de liaison a DPB 1*0401 
au moins deux fois superieure ^ Tactivite de liaison a DPB 1*0402) et Xe est different 
de C, et/ou X| est different de A et de V, et/ou X9 represente W ou Y ou X9 est diffe- 
rent de E et de C, et/ou X4 est different de K et de R. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode de realisation, 
ledit peptide ligand se lie specifiquement a DPB 1*0402 (activite de liaison a 

represente C, et/ou Xi represente A ou V, et/ou X9 represente E ou C ou X9 est diffe- 
rent de Y et W, et/ou X4 represente K ou R. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit peptide ligand, 
Z| et Z2 sont choisis dans le groupe constitue par : 
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- les sequences de I'antigene qui sont adjacentes k Tepitope CD4+ 
restreint a HLA-DP4 tel que defini ci-dessus, et/ou 

- un ou plusieurs epitopes T CD8+, et/ou 

- des epitopes CD4+ multiples, tels que le peptide 830-846 de la 
5 toxine tetanique TT (O'SULLIVAN et al., J. Immunol., 1991, 147, 2663-2669), le 

peptide 307-319 de Themagglutinine HA du virus de la grippe (O'SULLIVAN et al, 
precite), Tepitope Pan DR ou PADRE (ALEXANDER et a)., DEL GUERCIO et al., 
FRANKE et al, precit^s) et des peptides issus des antigenes de Plasmodium falcipa- 
rum tels que le peptide CS.T3 (SINIGAGLL\ et al., Nature, 1988, 336, 778-780) et 
10 les peptides CSP, SSP2, LSA-1 et EXP-1 (DOOLAN et al., J. Immunol., 2000, 165, 
1123-1137) et/ou 

- un ou plusieurs epitopes B, par exemple un peptide ou un glyco- 
peptide dans lequel ledit epitope B est constitue par un sucre (ALEXANDER et al., 
precite). 

15 De telles sequences permettent avantageusement de declencher ou 

de moduler une reponse immunitaire, de maniere appropriee. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit peptide 
ligand, il presente la sequence SEQ ID NO:84 correspondant au peptide NY-ESOl 
87-111. 

20 La presente invention englobe egalement les peptides ligands tels 

que defmis ci-dessus, polymerises. 

La presente invention a egalement pour objet un procede d'identifi- 
cation de peptides ligands d'HLA-DP4 tels que definis ci-dessus, a partir d'une 
sequence d'acides amines, caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes 
suivantes : 

a) Tetablissement d'une matrice de liaison a HLA-DP4 par calcul, 
-pour tous les mutants d*un peptide traceur tel que defmi ci-dessus, representant 

i»_ .1 i_ j-_ — j__ „i_:j :*..* i >f A 4.^,,^^,... 

lC116ClIlUiC UC3 iUU:5tllUUUli:) UCi lCdiUU:> ClI ^U^illV^ll i , -r, o \ju. y pvpti^av ntiw\^*-*i 

par les 19 autres acides amines naturels-, du rapport des IC50 desdits peptides mutants 
et dudit peptide traceur, a Taide du test de liaison a HLA-DP4 tel que defmi ci dans le 
procede ci-dessus. 
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b) revaluation de la liaison 4 HLA'DP4 de peptides d'au moins 9 
acides amines Indus dans ladite sequence d'acides amines, par calcul, pour chaque 
fragment de 9 acides amines dudit peptide, de la somme des scores de liaison a HLA- 
DP4 des residus en position 1, 4, 6 et 9 dudit fragment, a partir de la matrice de liaison 

5 etablie en a), et 

c) ridentification des peptides ligands d'HLA-DP4 correspondant a 
ceux dont la perte de liaison a HLA-DP4, par rapport audit peptide traceur est la plus 
faible, c'est a dire ceux dont la somme des scores de liaison presente la valeur la plus 
faible exprimee en logarithme (log) ; de preference inferieure k 2, de maniere preferee 

10 inferieure a 1, de manifere encore plus prefer6e, proche de 0. 

Cette matrice de liaison a HLA-DP4 qui est illustree pour le peptide 
de reference UNK 3-15 (SEQ ID NO: 28), par le Tableau XIV de Texemple 6, permet 
d'estimerl'activite de liaison a HLA-DP4 de n'importe quel peptide d'au moins 9 
acides amines ; des peptides presentant des scores de liaison de respectivement 0, 1,2, 

15 3 et 4 correspondent a des peptides presentant une perte de liaison d'un facteur 1,10, 
100, 1000 et 10000 par rapport au peptide UNK 3-15 (IC50 10 nM), c*est-a-dire 
presentant une activite de liaison estimee de respectivement 10 nM, 100 nM, 1000 
nM, lO^iMet 100 ^iM. 

Par exemple, Tantigene tumoral NY-ESOl comprend un peptide 

20 WTTQCFLPV poss^dant un score de liaison a DP*0401 et DP*0402, de 0 + 0,3 + 0 + 
0,3 = 0,6 correspondant k une activite de liaison estimee (a I'aide de la matrice de liai- 
son a HLA-DP4) de 39 nM et une activite calculee (par le test de liaison a DP*0401 et 
DP*0402) de respectivement 20 nM et 67 nM. 

Le procede ^identification de peptides ligands d*HLA-DP4 selon 

25 rinvention qui est facile a mettre en ocuvre et automatisable permet, notamment a 
I'aide d'un logiciel approprie, de predire la sequence des peptides ligands d'HLA-DP4 
presents dans toutes les proteines representant des antigenes d'interet. Les sequences 

..- .1' . _r • :ji^^4.:c:i^^ * -.i_:r:x_-. . t:^:- A 

pcptiUiquCb ciiii:>i lucitiiiicco ^cuvciii Cii:3Uicc cue vv^micco pax uii icoi uc tiaiouii u 

HLA-DP4, defini dans le procede de selection de ligands d'HLA-pP4 selon I'inven- 
30 tion. 
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La presente invention a egalement pour objet une molecule d'acide 
nucleique, caracterisee en ce qu'elle code pour un peptide ligand tel que defini ci- 
dessus. 

L*objet de Tinvention englobe egalement les molecules d'acide 
5 nucleique recombinantes comprenant au moins une molecule d^acide nucleique 
confomie a T invention liee a au moins une sequence heterologue. 

Au sens de la presente invention, on entend par sequence hetero- 
logue relativement a une sequence d'acide nucleique codant un peptide ligand, toute 
sequence tfacide nucleique autre que celles qui, dans la nature, sont immediatement 
10 adjacentes a ladite sequence d'acide nucleique codant un peptide. 

L'objet de la presente invention englobe en particulier : 

- des cassettes d'expression comprenant au moins une molecule 
d'acide nucleique conforme a ['invention et les sequences necessaires au controle de la 
transcription et de la traduction de ladite molecule d'acide nucleique (promoteur, 

15 intron, codon d*initiation (ATG), codon stop, signal de polyadenylation), et 

- des vecteurs recombinants, comprenant un insert constitue par une 
molecule d'acide nucleique conforme a I'invention. Avantageusement ces vecteurs 
d'expression, comprennent au moins une cassette d'expression telle que definie ci- 
dessus. 

20 De nombreux vecteurs dans lesquels on peut inserer une molecule 

d'acide nucleique d'interet afin de Tintroduire et de la maintenir dans une cellule bote 
eucaryote ou procaryote, sont connus en eux-memes ; le choix d'un vecteur approprie 
depend de Tutilisation envisagee pour ce vecteur (par exemple replication de la 
sequence d'interet, expression de cette sequence, maintien de cette sequence sous 
forme extrachromosomique, ou bien integration dans le materiel chromosomique de 
rhote), ainsi que de la nature de la cellule bote. 

Par exemple, on peut utiliser entre autres des vecteurs viraux tels 
que ies adenoviruii, ica rciru virus, les icnii virus cl les AA\\ uaxis Icsquels a eie uiSciee 
prealablement la sequence d'interet ; on peut egalement associer ladite sequence (iso- 
lee ou inseree dans un vecteur plasmidique) avec une substance lui permettant de 
franchir la membrane des cellules-hote, par exemple une preparation de liposomes, de 
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lipides ou de polymeres cationiques, ou bien Tinjecter directement dans la cellule 
bote, sous forme d'ADN nu. 

L'invention a en outre pour objet des cellules procaryotes ou euca- 
ryotes transformees par au moins une molecule d'acide nucleique conforme a 
5 r invention. 

Des cellules transformees conformes a Tinvention peuvent etre 
obtenues par tous moyens, connus en eux-memes, permettant d'introduire une mole- 
cule d'acide nucleique dans une cellule-hote. Par exemple, dans le cas de cellules 
animales, on peut utiliser les vecteurs ou les preparation de lipides tels que defmis ci- 
10 dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
immunomodulatrice, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un ligand d'HLA- 
DP4 ou une molecule d'acide nucleique codant un peptide ligand d'HLA-DP4 tels que 
defmis ci-dessus, et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
15 Avantageusement, ladite molecule d'acide nucleique est incluse dans 

un vecteur tel que defmi ci-dessus. 

Selon le choix du ligand d'HLA-DP4 et de son mode de presentation 
(voie d'administration, dose, adjonction ou non d'adjuvant), une telle composition 
immunomodulatrice entraine, soit une activation des lymphocytes T, soit leur anergic. 

En effet, 11 a 6te montre qu'une injection unique, par voie sous-cuta- 
nee, d'une faible quantite de peptide entraine une anergic (OLDFIELD et al., J. 
Immunol, 2001, 167, 1734-1739.). En revanche, il est connu que des injections repc- 
t6es de quantites sup6rieurcs de peptide en presence d'adjuvant entraine une activation 
des lymphocytes T. En outre, Tassociation a des peptides Zi et Z2 tels que defmis ci- 
dessus, permet egalement d'augmenter la reponse immunitaire specifique de Tantigene 
(ALEXANDER et al., precite). 

En consequence, ladite composition est utilisee aussi bien pour la 
vaccination cuniic un a^ciJt pailiu^cuc ou uiic Cellule Luuiuialc, que pour ic iruiicuiciil 
des maladies autoimmunes (sclerose en plaques, diabete insulino-dependant), de 
Tallergie ou du rejet de greffe. 

La presente invention a egalement pour objet un reactif de diagnos- 
tic de Tetat immunitaire d'un individu, caracterise en ce qu*il comprend au moins un 
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ligand d'HLA-DP4 tel que defini ci-dessus, eventuellement marque ou complexe, 
notamment complexe a des molecules HLA-DP4 marquees (biotinylees), sous la 
forme de complexes multimeriques comme des tetrameres. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d*un ligand 
5 d'HLA-DP4 ou d'une molecule d'acide nucleique codant un peptide ligand d'HLA- 
DP4 tels que definis ci-dessus pour la preparation d*un medicament immunomodula- 
teur ou d*un reactif de diagnostic de Tetat immunitaire d'un individu, 

Au sens de la presente invention, on entend par diagnostic de I'etat 
immunitaire d'un individu, la detection de la presence, chez ledit individu, de lympho- 
10 cytes T CD4+ sp6cifiques d*un antigene issu d'un agent pathogene ou d*une cellule 
tumorale, d*un allergene, d'un alloantigene ou d*un autoantigene. 

Le reactif conforme a I'invention qui est apte k detecter la presence 
de lymphocytes T CD4+ specifiques d'un antigene est utilise pour la detection : d*une 
infection par un agent pathogene, d'un cancer, d'une maladie autoimmune, d'une aller- 
15 gie ou d'un rejet de greffe, a partir d'un echantillon biologique d'un patient. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
diagnostic de I'etat immunitaire d'un individu comprenant les etapes de : 

- mise en contact d'un echantillon biologique dudit individu avec un 
reactif de diagnostic tel que defini ci-dessus, et 
20 - detection de lymphocytes T CD4+ specifiques d'un antigene par 

tout moyen approprie. 

La presente invention a egalement pour objet un kit de detection de 
Tetat immunitaire d'un individu, caracterise en ce qu'il comprend au moins un reactif 
tel que defini ci-dessus, associe a un moyen de detection de lymphocytes T CD4+ 
25 specifiques d'un antigene. 

La detection des lymphocytes T CD4+ specifiques d'un antigene, est 
effectuee par tous moyens, connus en eux-memes. Par exemple, on peut utiliser des 

^r>\re>r^o /Air-onfc nr\rrymf> loc t<=»ctc Hp» T>rr>1tfArntir\n l\rrr»r*horvt!air<=» nil In nvtom Atn P Hp 
..Av/^w^*^ - w J 

flux en presence de complexes multimeriques tels que definis ci-dessus, ou bien des 
30 moyens indirects comme le dosages de cytokines telles que riL2, riL4, TILS et I'lNFy, 
notamment par des techniques immunoenzymatiques (ELISA, RL\, ELISPOT), 
De maniere plus precise : 
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* pour ce qui conceme le test de proliferation : 

Une suspension de cellules (PBMC, PBMC depletees en cellules 
CD8+, lymphocytes T prealablement enrichis par une etape de culture in vitro avec les 
peptides tels que definis ci-dessus ou des lymphocytes T clones) est cultivee pendant 3 
5 a 5 jours en presence desdits ligands d'HLA-DP4 et au besoin de cellules presenta- 
trices appropriees, telles que des cellules dendritiques, des PBMC autologues ou hete- 
rologues, des cellules lymphoblastoTdes telles que celles obtenues apres infection par 
le virus EBV ou des cellules genetiquement modifiees. La proliferation des cellules 
est mesuree par incorporation de thymidine tritiee dans I'ADN des cellules. Les 
10 peptides tels que defmis ci-dessus, permettent de reveler dans la suspension initiale la 
presence de cellules specifiques de ces peptides. 

* pour ce qui conceme le test ELISPOT : 

Le test ELISPOT permet de reveler la presence de cellules T secre- 
tant de riFN-y, specifiques d'un peptide tel que defini ci-dessus. 
15 De maniere plus precise, les cellules T sont revelees par mesure de 

la secretion d'IFN-y apres incubation des PMBC des patients avec lesdits peptides 
conformement a la methode decrite dans la Demande Internationale WO 99/51630 ou 
Gahery-Segard et al., (J. ViroL, 2000, 74, 1964). 

* pour ce qui conceme la mise en ceuvre de complexes multi- 
meriques et notamment de complexes tetrameriques : 

- on met en contact un echantillon biologique, de preference des 
cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) avec des complexes tetrame- 
riques tels que definis ci-dessus, et 

- on analyse des cellules marquees par cytometric de flux. 
De maniere avantageuse, prealablement a la mise en contact de 

Techantillon biologique avec ledit complexe, on Tenrichit en cellules T CD4+, en le 
mettant en contact avec des anticorps anti-CD4, pour enrichir ledit echantillon. 

Les letrameres soni prepares, comme precise, par exemple dans 
NOVAK et al. {J, Clin. Investig,, 1999, 104, R63-R67) ou dans KURODA et al. (/ 
K/ro/., 2000, 74, 18, 8751-8756;. 

Brievement, les tetrameres sont fabriques en incubant, pendant 72 
heures a 37''C et dans un tampon phosphate citrate 10 mM, NaCl 0,15 M a un pH 
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compris entre 4,5 et 7, des molecules HLA n solubles et biotinylees avec un exces 
d'un facteur 10 de ligands d*HLA-DP4 tels que definis ci-dessus. 

La forme tetramerisee est obtenue en ajoutant a la preparation de la 
streptavidine marquee par un fluorochrome en quantite quatre fois moindre (mole a 
5 mole) par rapport aux molecules HLA IL L*ensemble est incube une nuit a tempera- 
ture ambiante. 

Pour utiliser ces tetrameres, on met en contact une suspension de 
cellules (PBMC, PBMC depletees en cellules CD8+, lymphocytes T prealablement 
enrichis par une etape de culture in vitro avec les ligands d'HLA-DP4 tels que definis 
0 ci-dessus ou des lymphocytes T clones) avec un ou plusieurs tetrameres (10 a 20 
mg/ml) pendant I a 3 heures. Apres lavage, la suspension est analysee par cytometric 
de flux : on visualise le marquage des cellules par les tetrameres grace au fait que ces 
constructfons sont fluorescences. 

La cytometric de flux permet de separer les cellules marquees par les 
5 tetrameres des cellules non marquees et d'effectuer ainsi un tri cellulaire. 

La presente invention a ainsi, en outre, pour objet un procede de tri 
de lymphocytes T CD4+ specifiques d'un antigene, caracterise en ce qu*il comprend 
au moins les etapes suivantes : 

* mise en contact d'un echantillon cellulaire avec des tetrameres 
marques par un fluorochrome, prepares a partir de complexes entre des ligands 
d'HLA-DP4 tels que defini ci-dessus et des molecules HLA-DP4 solubles, et 

- tri des cellules liees audit tetrameres, en cytometric de flux. 
Outre les dispositions qui precedent, T invention comprend encore 

d*autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de I'objet de la presente invention, avec references 
aux dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 illustre Tactivite de liaison de peptides aux molecules 

nL^t\'U r "-f CUUCC5 icapcuii vcuicul yai j-yroi ui-v i (rty i^i oi yj-^xj^ \aci*^iiiiiii\-v 

selon le procede conforme a I'invention avec comme peptide traceur, le peptide UNKI 
biotinyle (10 nM) ; le pourcentage de liaison aux molecules DP4 est exprime en fonc- 
tion de la concentration molaire des peptides. La liaison maximale (100%) 
correspond a la valeur obtenue pour le peptide traceur seul, en Tabsence de peptide 
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competiteur. UNK: UNKl (SEQ ID NO: 14), IL: IL3 127-146 (SEQ ID NO: 13), 
MAG: MAG 245-258 (SEQ ID NO: 19), NSP2: SEQ ID NO: 4, TT: TT 947-963 
(SEQ ID NO: 20), DQB: DQB 43-57 (SEQ ID NO: 23), HCI 46-63: SEQ ID NO: 24) 
et HA: HA 306-318 (SEQ ID NO: 21), 
5 - la figure 2 illustre la correlation entre le score de liaison a HLA- 

DP4 (estime par le precede d'identification de peptides ligands d'HLA-DP4 conforme 
a rinvention) et raffinite pour les molecules HLA-DP4 (determinee par la valeur 
dlCso, mesuree a I'aide du test de liaison a HLA-DP4 defini dans le precede de selec- 
tion de peptides ligands d*HLA-DP4 conforme a I'invention), analysee sur un 
10 ensemble de 44 peptides. 

EXEMPLE 1 ; PRINCIPE DU TEST DE LIAISON HLA-DP4/PEPTIDE 

1) Preparation des peptides 

Tous les peptides ont ete synthetises selen la strategie Fmoc en syn- 
these parallele sur phase solide, purifies par HPLC et controles par spectrometrie de 
15 masse (ES-MS). 

Les peptides sent biotinyles au niveau de leur residu NH2 terminal, 
selon le protocole tel que decrit dans Texier et al., precite. 

2) Preparation des anticorps 

Les anticorps specifiques des molecules HLA-DP tel que Tanticorps 
20 B7/21 (WATSON et al., Nature, 1983, 304, 358-361), sent purifies a partir du suma- 
geant de culture des hybridomes correspondants, sur des colonnes de Proteine A- 
Sepharose. Ces anticorps sent ensuite couples sur des colonnes Sepharose 4B eu pro- 
teine A-Sepharose pour la purification des molecules HLA-DP4. 

D'une manifere plus precise, apres centrifugation a 1 100 g^, le suma- 
geant de culture des cellules productrices de Tanticorps B7/21 est filtre a 0,22 \xm et 
son pH est ajuste a 7-8 avec du tampon Tris-HCl 0,1 M, pH 8. Ce sumageant est 
ensuite applique sur une colonne de Proteine A Sepharose 4 Fast Flow de 10 ml, pre- 
aiabiemcnl lavcc avcC iGG ml uc limipuii Tn:i-KCi 0,1 m, pK S. rUxS, m coloimc cSt 
lavee avec 100 ml de tampon Tris-HCI 0,1 M, pH 8 et 100 ml de tampon Tris-HCl 
0,01 M, pH8. Les anticorps sent elues avec le tampon glycine HCI 0,1 M, pH 3. Le 
rin9age de la colonne s'effectue avec 100 ml de tampon Tris-HCl 0,1 M, pH 8. La 
fi-action eluee qui contient I'anticorps 37/21 est immediatement neutralisee avec du 
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tampon Tris-HCl 1 M, pH 8 avant d'etre dialysee extensivement centre du tampon 
borate 0,1 M, pH 8,2. La quantite d'anticorps obtenus est determinee a partir de la 
densite optique (D.O.) a 278 nm. 

Les colonnes d'affinite destinees a la purification des molecules 
5 HLA-DP4 sont preparees de la maniere suivante : 0,75 g de Proteine A Sepharose 4B 
(3 ml de gel final) sont mis a gonfler dans de I'eau puis dans du tampon borate 0,1 M 
pH 8,2. 15 mg d'anticorps monoclonal, tel que B7/21 en tampon borate 0,1 M pH 8,2 
sont ajoutes au gel, prealablement centrifuge. Le couplage est effectue pendant deux 
heures a temperature ambiante puis controle par Tabsorbance a 278 nm du sumageant. 

10 Le gel est ensuite lave successivement avec 100 ml de tampon borate 0,1 M, pH 8,2, 
120 ml de tampon triethanolamine 0,2 M, pH 8,2 ; 120 ml de tampon dimethylpyrimi- 
date 20 mM, triethanolamine 0,2 M, pH 8,2 et 150 ml de tampon ethanolamine 0,2 M 
pH 8,2, Aipres coulage du gel, celui-ci est rince avec 150 ml de tampon borate 0,1 M, 
pH 8,2, Le controle final du couplage est effectue par une elution en tampon glycine 

15 0,1 M, pH 2,5, NaCl 0,5 M, I'absorbance a 278 nm des fractions de 1 ml devant etre 
inferieure a 0,1. La colonne est immediatement rincee par 50 ml de tampon borate 
0,1 M, pH 8,2 et 20 ml de tampon borate 0,1 M, NaNs 0,02%, pH 8,2. Elle est conser- 
vee dans ce tampon a 4°C jusqu'a Temploi, 
3) Purification des molecules HLA-DP4 

20 Les molecules HLA-DP4 sont purifiees h partir de differentes 

lignees humaines de lymphocytes B transformees par le virus Epstein Barr (EBV) 
homozygotes pour DP, par immunoaffinite au moyen d'anticorps monoclonaux speci- 
fiques de toutes les molecules DP. L'origine des lignees et les alleles qui les caracte- 
risent sont indiques dans le Tableau IV. 

25 
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Tableau IV 



Lign^es 


Specificity 
DP 


Allele 
DPAl 


Allele 
DPBl 


reference 


H0M2 


DP4 


DPAI*0103 


DPB 1*0401 


* 


BOLETH 


DP4 


DPA1*0103 


DPB 1*0401 


* 


PITOUT 


DP4 


DPAl *0 103 


DPB 1*0401 


SOUTHWOOD et al., 
precite 


HHKB 


DP4 


DPAl *0 103 


DPB 1*0401 


DAVENPORTH et al, 
P. N.A.S.. 1995,92,6567. 


SHU 


DP4 


DPA1*0103 


DPB 1*0402 




MLF 


DP4 


DPA1*0103 


DPB 1*0402 




BM92 


DP4 


DPAl •0103 


DPB 1*0402 


4k 



^I'origine des lignees est decrite sur le site internet de la Collection europ^enne de Culture Cellulaire 
(http: // fuseiv.co.uk/camr/.) 



La purification des molecules HLA-DP4 est effectuee a partir d*un 
5 culot de ces cellules humaines transformees par EBV, selon un protocole derive de 
ceux utilises pour les molecules HLA-DR (GORGA et al., J. BioLChem,, 1987, 262, 
16087; TEXIER et al., precite). 

D'une maniere plus precise, 5 a 6.10^ cellules sont lysees a une 
concentration d*environ 10^ cellules/ml en tampon de lyse (Tris 0,01 M, NaCl 0,15 M, 

10 NaN3 0,02%, pH 7, NP40 1%, aprotinine 10 pg/ml, EDTA 5 mM, PMSF 10 nM) dans 
la glace pendant 30 minutes. Le milieu de lyse est debarrasse des gros debris cellu- 
laires par centrifiigation a 1 100 g pendant 10 minutes a 4°C. Le sumageant est ensuite 
ultracentrifiige a 100 000 g a 4°C pendant I heure. La suite de la purification se 
deroule en chambre froide a 4®C. Le lysat est passe successivement sur une colonne 

15 de Sepharose 4B (10 ml de gel prepares en PBS Ix), une colonne de Proteine A 
Sepharose 4B (5 mi de gel prepares en ^PBS Ix) puis sur la colonne d'affmite anti-DP. 
Les colonnes sont ensuite rincees par 250 ml de tampon de lyse. La colonne 
Sepharose 4B est jetee. La colonne Proteine A Sepharose 4B est rincee avec 25 ml de 
tampon TBS Ix (Tris 0,01 M, NaCl 0,15 M, NaN3 0,02%, pH 7) ; 50 ml de tampon 

20 (glycine, 0,1M; NaCl 0,5M, pH 2,5) et 200 ml de tampon PBS Ix, avant d'etre 
stockee a 4°C, La colonne anti-DP est rincee avec 250 ml de tampon TBS contenant 1 
mM de dodecyl maltoside (DM). EUe est ensuite eluee individuellement avec le 
tampon d'elution (NajCOj 100 mM, NaCl 500 mM, NaN3 0,02%, DM 1,1 mM, pH 
11,5) en 15 fractions de 3 ml. L'eluat est immediatement neutralise avec 10% de 
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tampon (Tris-HCl 2 M, pH 6,8), puis dialyse extensivement a 4^C contre du tampon 

PBS Ix contenant i mM de DM. 

4) Test de liaison HLA-DP4-peptide 

Le test de liaison des peptides aux molecules HLA-DP4 est un test 
5 en competition avec une revelation immuno-enzymatique, derive de celui mis au point 
pour des molecules HLA-DR (HLA-DRl: MARSHALL et al., precite, HLA-DRl, 
.DR2, .DR3, -DR4, -DR7, -DRl 1 et -DR13 : Brevet FR 99 0879 et TEXIER et al., 
precite). II est effectue en plaques 96 puits, ce qui permet d*etudier de nombreux 
echantillons dans la meme experience. Brievement, les molecules HLA-DP4 purifiees 
10 sont incub6es avec un peptide biotinyle qui sert de traceur et differentes concentra- 
tions du peptide a tester. Le peptide biotinyle est un peptide ligand de DP4, il s*agit 
d'un peptide reconnu par des lymphocytes T CD4+ specifiques de DP4 tel que ceux 
precises dans le Tableau III ci-dessus ou d'un nouveau peptide isole a Taide du present 
test de liaison a DP4, Parmi ces peptides, on peut citer par exemple le peptide UNKl 
15 ou le peptide IL3 127-146. L'incubation se fait dans un tampon, dont le pH peut 
varier. II est generalement de 5, Tincubation dure generalement 24h. Apres 
rincubation, les echantillons sont neutralises, puis 100 jil de chaque echantillon est 
transfere sur une plaque ELISA prealablement sensibilisee par un anticorps anti-DP, 
tel que B7/21. Les complexes molecules HLA-DP/peptides biotinyles fixes au fond de 
20 la plaque par Tinterm^diaire de I'anticorps sont reveles au moyen de streptavidine 
phosphatase et d'un substrat fluorescent. Uactivite de chaque peptide est caracterisee 
par la concentration qui inhibe 50 % de la liaison du peptide biotinyle (IC50). 
EXEMPLE 2 : DETERMINATION DES PARAMETRES DU TEST DE 
LIAISON 
1) Peptide traceur 
a) Materiel et methodes 

La liaison de peptides aux deux molecules DP4 (DP401 code par 

a ete analysee en ELISA par le test direct de liaison suivant : 

Les molecules HLA-DP4 purifiees selon le protocole decrit a 
I'exemple 1 sont diluees 10 fois en tampon phosphate 10 mM (dilution 1/10). Elles 
sont ensuite incubees avec differentes concentrations d'un peptide biotinyle (10*^M, 
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lO'^M et lO'^M) dans du tampon phosphate 10 mM, NaCl 150 mM, DM 1 mM, citrate 
10 mM, thimerosal 0,00 3%, pH 5, dans des plaques 96 puits en polypropylene, 
pendant 24 h a Zl'^C, Des echantillons sans molecules DP4 sont utilises comme 
temoin. A la fin de Tincubation, les echantillons sont neutralises avec 50 \x\ de tampon 
5 Tris-HCl 450 mM, pH 7,5, thimerosal 0,003 %, BSA 0,3 %, DM 1 mM. lis sont 
ensuite transferes sur des plaques ELISA maxisorp 96 puits sur lesquelles les anti- 
corps anti-DP ont etc prealablement adsorbes. Tres exactement, 10 ng/ml d'anticorps 
anti-DP ont ete incubes une nuit a 4*'C (100 |il/puits) puis les plaques ont ete saturees 
avec le tampon Tris-HCl 100 mM, pH 7,5, BSA 0,3 %, thimerosal 0,003 % pendant 

10 une nuit a 4^C. L'incubation des echantillons sur ces plaques est realisee pendant deux 
heures a temperature ambiante, comme la suite du test puis des lavages extensifs sont 
effectues entre chaque etape en tampon Tris-HCl 0,1 M pH, 7,5, Tween-20 0,05%, Le 
peptide biotinyle lie aux molecules HLA-DP est detecte par I'ajout de 100 |il/puits du 
conjugue streptavidine-phosphatase alcaline (45 minutes) dilue au 1/2000 dans le 

15 tampon Tris lOmM pH 7, NaCl 0,15 M; Tween 20 0,05 %, BSA 0,2 %, thimerosal 
0,003 %, puis par Tajout de 200 |il/puits du substrat MUP 100 |iM en tampon 
NaHCOs 0,05 M pH 9,8, MgCh 1 mM. L'emission de fluorescence par le produit de 
la reaction enzymatique est mesuree a 450 nm apres excitation a 365 nm et le rapport 
des valeurs obtenues avec ou dans DP4 est determine (Rf = valeur de fluorescence en 

20 presence de DP4/valeur de fluorescence en Tabsence de DP4). 
b) Resultats 

La liaison a la molecule DP401 de peptides derives des peptides 
ligands de DP4 precedemment decrits (Tableau III), a ete testee : 
. peptide bUL2 1 283-302 (RELWW VFYAGDRALEEPHAE ; SEQ ID NO: 1 8) 
25 - peptide bIL3 127-146 (SEQ ID NO: 13) 

- peptide bMAG 245-258 (LLTQHFVQENYLEY ; SEQ ID NO: 19) 

- peptide bMT 45 1 -466 (SEQ ID NO:6) 

- peptide bNS-p2 (SEQ ID N0:4) 

- peptide bTT 947-963 (FNNFTVSFWLRVPKVSA ; SEQ ID NO: 20) 
30 - peptide bUNKl (SEQ ID NO: 14) 

Deux peptides specifiques respcctivement de DRl et de DR7 ont ete 
utilises comme temoin de la specificite de liaison a DP4 : 
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- peptide bHA 306-3 1 8 (PKYVKQNTLKLAT ; SEQ ID NO: 2 1 ) decrit par HILL et 
al., J. Immunol, 1994, 152, 2890, et 

- peptide bYKL (AAYAAAKAAALAA ; SEQ ID NO:22) decrit par MARSHALL 
et al., precite. 



5 Les resultats sont illustres par le Tableau V. 

Tableau V : Selection des traceurs par un test direct de liaison a HLA-DP4 



peptide 


Rf = valeur de fluorescence en presence 
fluorescence en I'absence c 


; de DP4/ valeur de 
eDP4 


10-*M 


lO'M 


lU ivi 


bUL21 283-302 


8,3 


13,3 


10,1 


bIL3 127-146 


10 


20 


17,3 


bMAG 245-258 


1,5 


6.7 


5,4 


bMT 451-466 


5,5 


4 


2 


bNS-p2 


1 


4,2 


7,8 


bTT 947-963 


1,7 


3.6 


2,7 


bUNKl 


21,6 


21,7 


20 


bHA 306-318 


4,9 


4,7 


2.7 


bYKL 


4,8 


3,2 


3 



Les resultats montrent que : 

- les peptides bUNKl, bIL3 127-146 ont une forte capacite de liai- 

10 sonaDP4, 

- les peptides bTT 947-963 et bMT 451-466 ont une faible capacite 

de liaison et 

- les peptides bNS-p2, bUL2I 283-302 et bMAG 245-258 ont une 
capacite de liaison intermediaire. 

15 Les peptides presentant un Rf > 5 a la concentration de 10'^ M sont 

consideres comme des bons traceurs utilisables dans le test de liaison. 

Le peptide UNKl qui a donne les meilleurs resultats a ete utilise 
pour optimiser le test de liaison. 
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2) temps, pH, concentration du peptide traceur 

De maniere a disposer d'un test sensible et specifique de DP4, la 
concentration en molecules HLA-DP4, la concentration du peptide biotinyle, le pH et 
le temps d'incubation peptides-molecule HLA-DP4 ont ete optimises avec le peptide 
5 bUNKl. 

a) Materiels et methodes 

Les molecules HLA-DP4 purifiees selon le protocole decrit a 
Pexemple 1 ont ete diluees au 1/10, 1/20, 1/40 et 1/80, en tampon phosphate 10 mM ; 
NaCl 150 mM, DM 1 mM ; citrate 10 mM, thimerosal 0,003 % a differents pH (pH 4 ; 

10 5 ; 5,5 ; 6 ; 6,5 et 7), avec le peptide bUNKl a differentes concentrations et plusieurs 
concentrations de peptides competiteurs dans des plaques 96 puits en polypropylene, 
A la fin de T incubation a 37°C, les echantillons ont ete neutralises avec 50 fal de 
tampon Tris-HCl 450 mM, pH 7,5, thimerosal 0,003 %, BSA 0,3 %, DM 1 mM. lis 
ont ensuite ete transferes sur des plaques ELISA maxisorp 96 puits sur lesquelles les 

15 anticorps anti-DP ont ete prealablement adsorbes. Tres exactement, 10 fig/ml 
d'anticorps anti-DP ont ete incubes une nuit a 4°C (100 |il/puits) puis les plaques ont 
ete saturees avec le tampon Tris-HCl 100 mM pH 7,5, BSA 0,3 %, thimerosal 
0,003 % pendant une nuit a 4°C. LMncubation des echantillons sur ces plaques a ete 
realisee pendant deux heures ^ temperature ambiante, comme la suite du test puis des 

20 lavages extensifs ont ete effectues entre chaque etape en tampon Tris-HCl 0,1 M, pH 
7,5, Tween-20 0,05 %. Le peptide biotinyle lie aux molecules HLA-DP a ete detecte 
par Tajout de 100 |il/puits du conjugue streptavidine-phosphatase alcaline (45 
minutes) diluee au 1/2000 dans le tampon Tris 10 mM pH 7, NaCl 0,15 M, Tween 20 
0,05 %, BSA 0,2 %, thimerosal 0,003 %, puis par I'ajout de 200 iil/puits du substrat 

25 MUP 100 ^M en tampon NaHCOs 0,05 M, pH 9,8, MgCb 1 mM. L'emission de fluo- 
rescence par le produit de la reaction enzymatique a ete mesure a 450 nm aprcs exci- 
tation a 365 nm. La liaison maximale a ete determinee en incubant le peptide biotinyle 
avec la molecule de CMH II en Tabsence de peptide competiteur. La specificite de 
liaison a ete controlee par I'ajout d'un exces de peptide non biotinyle. Le bruit de fond 

30 obtenu ne differe pas significativement de celui obtenu en incubant le peptide bioti- 
nyle sans les molecules de CMH II. 
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Les r6sultats sont exprimes sous la forme de la concentration de 
peptide competiteur qui inhibe 50 % de la liaison maximale du peptide marqu6 (IC50). 
b) Resuhats 

Les conditions optimales sont presentees dans le Tableau VI : 
Tableau VI : Conditions du test de liaison aux molecules DP4 



Molecules 


DPA1*0103/DPB1*0401 


DPA1*0103/DPB1*0402 


Peptide biotinyle 


bUNK 1-17 


bUNK 1-17 


Concentration 


10 nM 


10 nM 


PH 


5 


5 


Temps d'incubation 


24h 


24h 


Concentration en 




Dilution 1/20 a 1/40* 


HLA-DP4 







*les dilutions indiquees sont effectuees a partir de la preparation de molecules HLA-DP4 purifiees 
obtenues a I'exemple 1 . 

EXEMPLtE 3 : SENSIBILITE ET SPECIFICITE DU TEST DE LIAISON AUX 
10 MOLECULES DP4 

a) S pecificite 

Les resultats, illustres par la figure 1 montrent que Tactivite de liai- 
son mesuree dans le test est specifique d*HLA-DP4 dans la mesure ou : 

- des peptides connus pour etre des ligands de molecules DP4 lient 
15 effectivement les molecules HLA-DP*0401 et 0402. II s'agit du peptide IL3 127-146 

(naturellement present sur une molecule DP4), des peptides specifiques de lympho- 
cytes T CD4+ restreints i DP4 : NS-p2 (ou NSP2), TT 947-963 et dans une moindre 
mesure le peptide MAG 245-258, et 

- des peptides connus pour lier d'autres molecules HLA II ne se lient 
20 pas aux molecules HLA-DP*0401 et 0402. II s'agit des peptides : DQB 43-57 

(DVEVYRAVTPLGPPD, SEQ ID NO:23), HCI 46-63 
(EPRAPWIEQEGPEYWDQE, SEQ ID NO:24) et HA 306-318 (SEQ ID NO:21) qui 
sont connus pour se lier respectivement a des molecules HLA-DQ3j HLA-DQ2 et 
HLA-DP. (MAP-SHALL et aL, precitf, JOHANSEN et Immimngp.netics 1996. 45, 
25 142). 

La specificite du test resulte de Tutilisation : 

- d'un anticorps specifique des molecules HLA-DP pour la purifica- 
tion et pour I'adsorption sur les plaques ELISA, et 
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- du peptide biotinyle qui se lie avec une forte affinite, la figure 1 
montre que le peptide UNK qui est la contrepartie non biotinyle du peptide traceur 
bUNK inhibe totalement la liaison du traceur aussi bien sur la molecule HLA- 
DPB 1*0401 que sur la molecule DPB 1*0402. 
5 b) Sensibilite 

La sensibilite du test est refletee par I'lCso observee avec le peptide 
non-biotinyle (UNKl) correspondant au traceur (bUNKl). La figure 1 indique des 
valeurs de respectivement 8 et 9 nM pour DPB 1*0401 et DPB 1*0402, traduisant une 
bonne sensibility. 

10 La figure 1 montre ^galement que les activites de liaison des 

peptides aux molecules DPB 1*401 et DPB 1*402, bien que comparables, sont 
distinctes. Ces resultats confirment que les molecules DPB 1*401 et DPB 1*402 pre- 
sentent des differences qui peuvent etre detectees par ce test de liaison. 
EXEMPLE 4 : CRIBLAGE DE PEPTIDES LIGANDS DE HLA.DP4 A 

15 PARTIR D'UNE BANQUE DE PEPTIDES 

1) Mat^riels et methodes 

Les peptides chevauchants couvrant la sequence totale de Tallergene 
majeur du venin d'abeille (Api ml), decrits dans le Brevet FR 99 00879, ont ete syn- 
thetises et soumis aux tests de liaison a la molecule DP401 et a la molecule DP402, 
20 dans les conditions definies dans le Tableau VL 

2) Resultats 

Les resultats sont presentes dans le Tableau VU, ci-apres : 



wo 03/040299 



PCT/FR02/03555 



29 

Tableau VII ; Liaison des peptides de Api ml 
aux molecules HLA-DPB1*0401 et DPB1*0402 
Peptide IC50 (nM) 



DP0401 DP0402 



1-18 


> 10000 


> 


10000 


5-22 


> 10000 


> 


10000 


9-26 


> 10000 

A wvv 


> 


1 0000 


13-30 


> 10000 


> 


10000 


17-34 


> 10000 


> 


10000 


21-38 


> 10000 


> 


10000 


25-42 


> 10000 


> 


10000 


29-46 


> 10000 

A WW 


> 


10000 


33-50 


> 10000 


> 


10000 


37-54 


> 10000 

^ i WW 


> 


10000 


41-58 


> 10000 

A WW 


> 


10000 


45-62 


> 10000 


> 


10000 


49-66 


> 10000 

^ A VwW 


> 


10000 


53-70 


> 10000 


> 


10000 


57-74 

w r f "T 


> 10000 


> 


10000 


61-78 


> 10000 

A WW 


> 


10000 

1 WW 


65-82 


50000 




6500 


69-86 

www 


> 10000 

*^ 1 WW 


> 


10000 


73-90 


> 10000 


> 


10000 


77-94 


450 




. 175 


81-98 


2250 




1225 


85-102 


> 10000 


> 


10000 


89-106 


> 10000 


> 


10000 


93-110 


> 10000 


> 


10000 


97-114 


> 10000 


> 


10000 


101-118 


> 10000 


> 


10000 


105-122 


> 10000 


> 


10000 


109-126 


> 10000 


> 


10000 


113-130 


> 10000 


> 


10000 


117-134 


> 10000 


> 


10000 



Ces resultats montrent que le peptide 77-94 de I'antigene majeur du 
5 venin d'abeille 94 (Api ml 77-94 : TISSYFVGKMYFNLIDTK, SEQ ID NO: 17) est 
un peptide ligand des molecules DPB1*040I et DPS 1*0402. 
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EXEMPLE 5 : DETERMINATION DES MOTIFS DE LIAISON AUX 

MOLECULES DP4 

1) Materiel et methodes 

a) determination d'un peptide minimum derive d'UNKl capable de se Her aux mole- 
5 cules DP4 

Des peptides derives du peptide UNKl (UNK 1-17, SEQ ID NO: 14) 
comprenant des deletions croissantes a Tune des extremites NH2 ou COOH ou bien 
aux deux extremites, ont ete synthetises. La sequence de ces peptides (UNK 1-11, 1- 
12, M3, 2-14, 3-15, 4-16, 5-17, 6-17, 7-17, 3-17 et 1-15) correspondant respective- 
10 ment aux SEQ ID NO: 25-26, 16 et 27-34 est presentee dans le Tableau Vm. L'acti- 
vite de liaison des peptides, exprimee par la valeur IC50. a 6te determinee par le test de 
liaison en competition, dans les conditions definies au Tableau VL 

b) determmation des residus du peptide UNKl impliques dans la liaison aux mole- 
cules DP4 

15 Des mutants du peptide UNK 3-15 (KYFAATQFEPLAA ; 

SEQ ED NO: 28) ont ete synthetises ; chaque mutant contient un seul des residus Y4, 

F5, T8, Q9, FIO, Ell, P12, L13 substitue en alanine ou en lysine, le residu K3 substi- 

tue en alanine, ou bien Tun des residus A6, A7, A 14 et A 15 substitue en lysine. 

La sequence de ces peptides (UNK K3A, Y4A, F5A, T8A, Q9A, 
20 FlOA, El 1 A, P12A, L13A, Y4K, F5K, A6K, A7K, T8K, Q9K, FIOK, El IK, P12K, 

L13K, A14K et A15K) correspondant respectivement aux sequences SEQ ID NO;35 a 

55 est presentee dans le Tableau DC. 

L'activite de liaison des peptides, exprimee par la valeur IC50. a ete 

determinee par le test de liaison en competition, dans les conditions definies au 
25 Tableau VL La perte de liaison des peptides mutants est exprimee par le rapport des 

IC50 du peptide mutant et du peptide UNKl. 

c) determination des motifs de liaison aux molecules DP401 et DP402 

T C 01 nr «^ D/l T7 «^ T T>0 A^y ^ar^tiAa \ T\}V \ 

ont ete substitues par I'un des residus suivants : 
30 - PI : Y, L, E, N, T. D, G, H, I, M, P, Q, R, S, V ou W, 

- P4 : F, L, E, D. N, Y, R, S, G, H ou P, 

- P6 : Y, L, W, E, N. T, D. G, H, I, M, P, Q, R, S, V, W ou C, 
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- P9 : F, Y, E, D. N, R, V, G, H, I, P, Q, S, T ou W. 

La sequence de ces peptides, correspondant aux sequences SEQ ID 
NO: 56 a 81 et SEQ ID NO: 96 a 129, est presentee respectivement dans les Tableaux 
Xa et Xb. 

5 La perte de liaison des peptides mutants aux molecules DP4 a ete 

determinee par le test decrit pour les mutants alanine et lysine. 
2) Resultats 

determination d'un peptide UNK 1 minimum 

Les resultats sont presentes dans le Tableau VIII, ci-apres : 
10 Tableau VIII : Liaison a DP401 et DP402 des peptides derives de UNKl (UNK 1-17) 



peptides 














Positions des sequences 














ICso (nM) 




1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


6 


9 


10 


11 


12 


13 


14 


15 


16 


17 


401 


402 


UNK 1-17 


E 


K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


11 


14 


UNK 1-11 


E 


K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 














55 


95 


UNK 1-12 


E 


K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 












93 


100 


UNK 1-13 


E 


K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 










14 


28 


UNK 2-14 




K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 








15 


23 


UNK 3-15 






K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






19 


23 


UNK 4-16 








Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 




38 


25 


UNK 5-17 










F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


65 


38 


UNK 6-17 












A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


15000 


6000 


UNK 7-17 














A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


15000 


12500 


UNK 3-17 






K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


18 


14 


UNK 1-15 


E 


K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T. 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






18 


17 



Les resultats obtenus montrent que : 

- la perte de liaison observee avec les peptides UNK 1-11, UNK 1- 
12, UNK 4-16, UNK 5-17 suggere que le peptide minimum a une taille de 13 a 15 

15 acides amines, 

- la perte de liaison observee avec les peptides UNK 6-17 et UNK 7- 
17 suggere que le residu F en position 5 est le premier residu d'ancrage des peptides 
dans le site de liaison des molecules DP4 (residu PI). 

b) determination des residus du peptide UNKl impliques dans la liaison aux mole- 
20 cules DP4 

Les resultats sont presentes dans le Tableau IX, ci-apres : 
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Tableau IX : Perte de liaison h DP401 et DP402 
des mutants alanine et lysine 

5 



PEPTIDE 


1 2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


tl 


12 


13 


14 


15 


16 


17 


DP*0401 


DP*0402 


UNKI 


E K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


1 


1.00 


UNK3-IS 




K 


Y 


F 

£1 


A 


A 


T 
P4 


Q 


F 

£6 


E 


P 


L 
P9 


A 


A 






1.5 


1,7 


UNK K3A 




A 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






0.9 


1 


UNK Y4A 




K 


A 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






1.2 


0.9 


UNK F5A 




K 


Y 


A 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






41 


5.7 


UNKT8A 




K 


Y 


F 


A 


A 


A 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






0.8 


0.8 


UNKQ9A 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


A 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






0.8 


0.6 


UNKFIOA 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


A 


E 


P 


L 


A 


A 






336 


62 


UNKE11A 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


A 


P 


L 


A 


A 






0.5 


0.5 


UNK PI 2 A 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


A 


L 


A 


A 






1.2 


0.9 


UNKL13A 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


A 


A 


A 






3.1 


2.3 


UNK Y4K 




K 


K 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






1.2 


1 


UNKFS^K 




K 


Y 


K 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






569 


297 


UNK A6K 




K 


Y 


F 


K 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






1.6 


I 


UNK A7K 




K 


Y 


F 


A 


K 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






2 


1.2 


UNKT8K 




K 


Y 


F 


A 


A 


K 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






31 


3.6 


UNK Q9K 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


K 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






1.6 


0.9 


UNKF!OK 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


K 


E 


P 


L 


A 


A 






420 


350 


UNKEMK 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


K 


P 


L 


A 


A 






1.3 


0.7 


UNKP12K 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


K 


L 


A 


A 






1.8 


1.4 


UNKLI3K 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


p 


K 


A 


A 






81 


70 


UNKAI4K 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


K 


A 






1.7 


1.4 


UNKA15K 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


K 






1,7 


1.4 



Les resultats montrent une perte de liaison pour F5A, FlOA, F5K, 
FIOK et L13K, ce qui suggere fortement que les residus d'ancrage des peptides dans le 
site de liaison des molecules DP4 sont respectivement la F5 en position PI, la FIO en 
10 position P6 et la L13 en position P9. 

c) determination des motifs de liaison aux molecules DP401 et DP402 

Les resultats sont presentes dans les Tableaux Xa, Xb et le Tableau 

XI, ci-apres : 
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Tableau Xa ; Pertede liaison a DP401 et DP402* 
des mutants en PI, P4, P6 et P9 (SEQ ID NO: 56 a 81) 



PEPTIDE 


1 2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


II 


12 


13 


14 


15 


16 


17 


DP*O^OI 


DP*0402 


UNKl 


E K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


KOO 


1,00 


UNK3-t5 




K 


Y 


F 

£i 


A 


A 


T 

£4 


Q 


F 

£6 


E 


P 


L 

£2 


A 


A 






1.4 


1,4 


UNK F5Y 




K 


Y 


Y 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






3 


3,9 


UNK F5L 




K 


Y 


L 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






3,6 


6 


UNK F5E 




K 


Y 


E 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






117 


123 


UNK F5N 




K 


Y 


N 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






398 


76 


UNK F5T 




K 


Y 


I 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






234 


126 


UNKT8F 




K 


Y 


F 


A 


A 


F 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






2.7 


1,7 


UNK T8L 




K 


Y 


F 


A 


A 


L 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






1.9 


2.6 


UNK T8E 




K 


Y 


F 


A 


A 


E 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






27 


3.7 


UNKT8D 




K 


Y 


F 


A 


A 


D 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






2 


2.3 


UNK T8N 




K 


Y 


F 


A 


A 


N 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






4,1 


4,8 


UNKT8Y 




K 


Y 


F 


A 


A 


Y 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






4.1 


2.4 


UNK T8R 




K 


Y 


F 


A 


A 


R 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






17 


6.7 


UNKTJSIS 




K 


Y 


F 


A 


A 


S 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






2,7 


3.4 


UNKFIOY 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


Y 


E 


P 


L 


A 


A 






2,4 


3,4 


UNKFIOL 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


L 


E 


P 


L 


A 


A 






7,2 


6.7 


UNK FlOW 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


W 


E 


P 


L 


A 


A 






2.2 


2,5 


UNKFIOE 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


E 


E 


P 


L 


A 


A 






1405 


1190 


UNK F ION 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


n 


E 


P 


L 


A 


A 






2460 


1809 


UNKFIOT 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


I 


E 


P 


L 


A 


A 






1171 


476 


UNKLI3F 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


F 


A 


A 






\J 


4 


UNKLI3Y 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


Y 


A 


A 






2 


15 


UNKLI3E 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


E 


A 


A 






11 


8 


UNKLI3D 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


D 


A 


A 






9,4 


9 


UNKL13N 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


N 


A 


A 






17 


10 


UNKL13R 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


R 


A 


A 






64 


43 


UNKL13V 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


V 


A 


A 






2,5 


1.9 



* les valeurs superieures a 10 sont indiquees en gras. 
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Tableau Xb : Perte de liaison k DP401 et DP402* 
des mutants en PI, P4, P6 et P9 (SEQ ID NO: 96 a 129) 



peptides 


i 2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


II 


12 


13 


14 


15 


16 


17 


perte 


UNK 


E K 


K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 


R 


L 


DP*(MOI DP*0402 


UNK F5D 




K 


Y 


D 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






150 


57 


UNK F5G 




K 


Y 


G 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






160 


55 


UNK F5H 




K 


Y 


H 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






150 


36 


UNK F5I 




K 


Y 


1 


A 


A 


T 


0 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






3 


2 


UNK F5M 




K 


Y 


M 


A 


A 


T 


0 


F 


E 


p 


L 


A 


A 






3 


3 


UNK F5P 




K 


Y 


P 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






100 


48 


UNKF5Q 




K 


Y 


Q 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






2oO 


yl 


UNK F5R 




K 


Y 


R 


A 


A 


T 


0 


F 


E 


p 


L 


A 


A 






140 


54 


UNK F5S 




K 


Y 


s 


A 


A 


T 


0 


F 


E 


p 


L 


A 


A 






160 


42 


UNK F5V 




K 


Y 


V 


A 


A 


T 


0 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






1 1 


O 


UNK F5W 




K 


Y 




A 


A 


T 


0 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






0.5 


1 
1 


UNK T8G 




K 


Y 


F 


A 


A 


G 


0 


F 


E 


p 


L 


A 


A 






1 
1 


•> 


UNKT8P 




K 


Y 


F 


A 


A 


p 


0 


F 


E 


P 


L 


A 


A 






1 
J 




UNK T8H 




K 


Y 


F 


A 


A 


H 


0 


F 


E 


p 


L 


A 


A 






0 


•> 


UNK FIOD 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 


D 


E 


p 


L 


A 


A 






2700 


1 

120 






K 


Y 


F 


A 


A 


T 


o 


G 


E 


p 


L 


A 


A 






>7i00 


J700 


UNK FIOH 






Y 


F 


A 


A 


T 


o 


H 


E 


p 


L 


A 


A 






2400 


22U 


UNK FIOI 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 


I 


E 


p 


L 


A 


A 






t 


0 


UNK FIOM 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 

V 


M 


E 


p 


L 


A 


A 






A 
*♦ 


1 


UNK FlOP 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 


p 


E 


p 


L 


A 


A 






7 1 n 


I £ 


UNK FlOO 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 
*< 


o 


E 


P 


L 


A 


A 










UNKFIOR 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


R 


E 


P 


L 


A 


A 






/ 1 vv 




UNK FIOS 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 


s 


E 


P 


L 


A 


A 










UNK FlOV 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 


V 


E 


P 


L 


A 


A 






42 


22 


UNK F 1 0 W 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


0 


vv 


E 


P 


L 


A 


A 






I 


1 


UNKFIOC 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


c 


E 


P 


L 


A 


A 






17 


2 


UNK L13G 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


G 


A 


A 






15 


12 


UNKL13H 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


H 


A 


A 






13 


35 


UNK LI 31 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


I 


A 


A 






1 


3 


UNK L13P 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


P 


A 


A 






9 


3 


UNKL13Q 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


Q 


A 


A 






8 


2 


UNKL13S 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


s 


A 


A 






9 


5 


UNKL13T 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


T 


A 


A 






5 


3 


UNK L13W 




K 


Y 


F 


A 


A 


T 


Q 


F 


E 


P 


W 


A 


A 






1 


13 



tes valcurs superieures a 10 sont indiquees en gras. 
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Tableau XI : Specificite de la liaison aux molecules DP4* 





P1 


P4 


P6 


P9 




+ 


- 


+ 


- 


+ 


- 


+ 


- 


DP* 


F.Y.L, 


H.T.S 


F.L.Y. 


K.R 


F.Y.L. 


H,V.A 


F.Y.V 


H.G. 


0401 


i,M,W 


A.G,P. 


H,T.A. 




W.I.M 


G,T.P 


A.I,P, 


K,R 






K.R.D 


S.G.P. 






S.K.R. 


W,L,M 


E.N.C 






E.N.Q. 


I.M.Q. 






E.D.N, 


Q.S.T, 








c.y 


E.D.N. 






Q.C 


D 










v.w.c 












DP* 


F.Y.L 


H.T.S 


F.L.Y. 




F.Y.L, 


H.V.A. 


F.V.A, 


Y.H. 


0402 


A.I,M. 


G.P. 


H.T.A. 




W,I,M 


G.T.P. 


I.P.L. 


W,G. 




y,w 


K.R.D 


S.G.P. 




C 


S.K.R. 


M,C.Q. 


K,R.N 






E.N.Q. 


I.MQ.E 






E.D.N. 


S.T.D. 








C 


D.N.V. 






Q 


E 










K.W.C. 


















R 













Les acides amines qui provoquent respcctivement une perte de liaison d'un facteur superieur a 
10 et inferieur a 10 sont indiquees dans la colonne (-) et la colonne (+) ; les residus d'ancrage sont 
representes en gras et les differences entre DPB 1*0401 et DPB 1*0402 sont soulignees. 

5 

Les resultats obtenus montrent que : 

- les poches PI, P6 et P9 du site de liaison des molecules DP4 
acceptent des residus aromatiques et hydrophobes, 

- la poche P4 du site de liaison des molecules DP4 est tres permis- 
10 sive, et dans une moindre mesure la poche P9 qui accepte egalement les residus Q, S, 

T et D, et 

- Tallele DPB 1*0401 accepte un residu tyrosine ou tryptophane en 
P9 mais n'accepte pas de residus cysteine et acide glutamique a cette position, ni de 
residus alanine et valine en PI, ni de residus lysine et arginine en P4 ou bien encore 

15 de residu cysteine en P6 ; ['allele DPB 1*0402 accepte un residu alanine ou valine en 

TP* » — r»/i ^, — — — tmc ..^ ^..«4.j:: 

r 1, Uii icdtuu lyaiit^ \ju ai 5x11111^ wti i *t, uu ic^aiuu w^oiciiic s^n a w ci uii icoiuu w^oiciiic 

OU acide glutamique en P9 mais n'accepte pas de residu tyrosine ou tryptophane a 
cette position. 
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d) Identification d'un motif de liaison dans la sequence de peptides 

lieands de DP4 

L'activite de liaison de differents peptides ligands de DP4 a et6 
mesuree par le test de liaison en competition, dans les conditions defmies au Tableau 
5 VI. Les resultats sont exprimes par la valeur ICjo (Tableau Xni) ou par la valeur du 
rapport des ICso du peptide ligand et du peptide UNKl (Tableau XII). 

Les peptides testes correspondant respectivement aux sequences 
SEQ ID NO: suivantes, sont presentes dans les tableaux XII et XIII: 

- TT 947-963 (SEQ ID NO:20), 
10 -UNKl (SEQ ID NO: 14), 

-NY-ESOi 87-11, 119-143, 158-180, 166-180 (SEQ ID NO:94, 83, 

82, 95), 

- UL2 1 283-302 (SEQ ID NO: 1 8), 

- IL3 127-146 (SEQ ID NO: 13) 
15 - NS-P2 (SEQ ID N0:4) 

- Api-ml 65-72. 69-86, 73-90, 77-94, 81-98 (SEQ ID NO:85, 88. 89, 

17, 86) 

- MAG 245-258 (SEQ ID NO: 1 9) 

- MARTI 1-20. 41-60. 51-73, 62-72, 103-1 18 (SEQ ID NO:90, 91. 

20 87, 92. 93). 

En parallele, les sequences de ces peptides ligands de DP4 ont ete 
align^es et la presence d'un motif de liaison a DP4 tel que d6fini au Tableau XI, a ete 
recherchee (Tableaux XU et XID). 
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Tableau XII ; Alignement des sequences des peptides ligand de DP4 



Peptides 


Sequences 


0401* 


0402* 




P1 P6 P9 






IT 947-963 


FNNFTVSFWLRVPKVSA 


0.57 


0,75 


UNK1 


EKKYFAATQFEPLAARL 


1 


1 


NY-ESOI 158-180 


LLMWITQCFLPVFLAQPPSGQRR 


2 


7 


UL21 283-302 


RELWWVFYAGDRALEEPHAE 


2.86 


2,78 


. IL3 127-146 


G PGAPADVQ Y DLYLNVAN RR 


3,98 


3.06 


NS-p2 


GVQIVRQIRSGERFLKIWSQ 


4,69 


3,89 


NY-ESOl 119-143 


PG VLLKE FTVSGN I LT I RLTAADHR 


12 


12 


NY-ES01 119-143 


PG VLLKE FTVSGN I LT I RLTAADHR 


12 


12 


NY-ESOl 119-143 


PGVLLKEFTVSGNILTIRLTAADKR 


12 


12 


NY-ES01 87-111 


LLE FYLAM PFAT PMEAELARRSLAQ 


20 


9 


Api ml 77-94 


T I S S YFVG KM Y FNL I DT K 


30 


10 


Api ml 77-94 


T I S S Y FVG KM YFNL I DT K 


30 


10 


Api ml 65-72 


DKFYDCLKNSADTSSYF 


NT 


371.4 


MAG 245-258 


LLTQHFVQENYLEY 


30.2 


38,89 


MAG 245-258 


LLTQHFVQENYLEY 


30,2 


38.89 


Api ml 81-98 


Y FVGKMY FNL I DTKC YKL 


150 


70 


MARTI 51-73 


RNGYRALMDKSLHVGTQCALTRR 


857 


414 



* 0401: activity relative de liaison des peptides d DPB1* 0401 par rapport au peptide UNK1 (activity de liaison ^ale a 1) 
*** 0402: activite relative de liaison des peptides d 0PB1* 0402 par rapport au peptide UNK1 (activite de liaison ^ale d 1) 



5 
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Tableau XIII : Liaison des peptides Apl ml, NY-ESOl et 
MARTI aDPBl*0401 etDPBl*0402*. 



peptides 


Sequences 


ICso (nM) 


401 


402 


UNKl 


EKKYFAATQFE PLAARL 


12 


13 


Api ml 65-72 


DKFYDCLKNSADTISSYF 


50000 


6500 


Api ml 69-86 


DCLKNSADTISSYFVGKM 


> 10000 


> 10000 


Api ml 73-90 


NSADTISSYFVGKMYFNL 


> 10000 


> 10000 


Api ml 77-94 


T I S S YFVGKMYFNLI DTK 


450 


175 


Api ml 81-98 


YFVGKMYFNLI DTKC YKL 


2250 


1225 


MARTI 1-20 


MPREDAHFIYGYPKKGHGHS 


> 10000 


> 10000 


MARTI 41-60 


LLIGCWYCRRRNGYRALMDK 


> 10000 


> 10000 


MARTI 51-73** 


RRNGYRALMDKSLHVGTQCALTRR 


8000 


4000 


MARTI 62-72 


LMDKSLHVGTQCALTRRCPQ 


> 10000 


> 10000 


MARTI 103-118 


AYEKLSAEQSPPPYSP 


> 10000 


> 10000 


NY-ESOl 87-111 


LLE FYIiAM PFATPMEAELARRSLAQ 


183 


83 


NY-ESOl 
119-143*** 


PGVXLKEFTVSGN I LT I RLTAADHR 


110 


117 


NY-ESOl 158-180 


LLMWI TQCFL PVFLAQ P P S GQRR 


20 


67 


NY-ESOl 166-180 


FLPVFLAQPPSGQRR 


> 10000 


> 10000 



Les acides amines compatibles avec le motif de liaison aux alleles DPB 1*0401 



5 et DPB 1*0402 sont indiques en gras et les motifs de liaison complets sont soulignes. 

** La sequence de ce peptide est decrite dans Zarour et al,, PNAS, 2000, 97, 400-405. 

*** La sequence de ce peptide est decrite dans Zarour et a!., Cancer Res., 2000, 60, 4646-4952. 

Les resultats montrent qu'il existe pour la plupart des peptides 

ligands de DP4 une forte correlation entre la presence d'au moins 2 residus PI et P6 

10 ou P6 et P9 tels que definis au Tableau XI et une affmite elevee pour les molecules 

DP4 (IC5o< lOOOnM), Ces resultats montrent 6galement que les residus les plus 

importants dans la liaison a HLA-DP4 sont les residus aromatiques ou hydrophobes en 

position P 1 et P6 * ces memes rdsidiis en pcsition P9 sent rnoins importsnts. 
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EXEMPLE 6 : PREDICTION DE LA SEQUENCE DE PEPTIDES LIGANDS 
D HLA-DP4 A PARTIR D UNE SEQUENCE D'ACIDES AMINES 
1) Materiels et m^thodes 

Une matrice de liaison aux molecules HLA-DP4 a ete etablie a partir 
5 des activites de liaison (IC50) des mutants du peptide UNK 3-15 mesurees par le test 
de liaison aux molecules DP4 codees par les alleles DPB 1*0401 et DPB1*0402, tel 
que defini ci-dessus, en utilisant comme peptide traceur le peptide UNK 3-15 
(exemple 5 et Tableaux IX, Xa, Xb et XI). La contribution de chacun des acides 
amines en position PI, P4, P6 et P9 desdits peptides mutants a la liaison aux 
10 molecules DP*0401 et DP*0402 est evaluee par un score de liaison correspondant au 
logarithme (log) du rapport des IC50 du peptide mutant et du peptide UNK 3-15. Le 
score de liaison aux molecules DP*0401 et DP*0402, obtenu pour chacun des acides 
amines en position PI, P4, P6 et P9 desdits peptides mutants constitue la matrice de 
liaison a HLA-DP4 presentee dans le Tableau XIV ci-dessous: 
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CO 
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A partir d*une sequence en acides amines, la liaison des peptides d'au 
moins 9 acides amines inclus dans ladite sequence est calculee a partir de la matrice 
ci-dessus en effectuant, pour chaque fragment de 9 acides amines dudit peptide, par 
exemple des fragments chevauchant de 9 acides amines couvrant la totalite de cette 
5 sequence, la somme des scores de liaison des residus en position 1, 4, 6 et 9 dudit 
fragment. 

Des peptides presentant des scores de liaison de respectivement 0, I, 
2, 3 et 4 correspondent a des peptides presentant une perte de liaison d'un facteur 1 , 
10, 100, 1000 et 10000 par rapport au peptide UNK 3-15 (IC50 10 nM), c*est- a -dire, 

10 presentant une activite de liaison estimee, de respectivement 10 nM, 100 nM, 1000 
nM, 10 |iM. et 100 nM. 

Les peptides presentant les scores de liaison les plus faibles, de 
preference inferieur a 2, de maniere preferee inferieur a 1, de maniere encore plus 
preferee proche de 0 sont selectionnes; ces peptides correspondent a ceux doni 

15 Tactivite de liaison a HLA-DP4, estimee a partir de la matrice de liaison telle que 
definie ci-dessus, est la plus elevee. 
2) R^sultats 

La correlation entre le score de liaison des peptides (estime a Taide 
de la matrice de liaison a HLA-DP4, Tableau XIV) et leur affinite pour les molecules 
20 HLA-DP4 (mesuree par le test de liaison tel que defmi ci-dessus) a ete analysee pour 
44 peptides etudies aux exemples 4 et 5. 

Les resultats sont illustres par le Tableau XV et la figure 2. 
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Tableau XV : Score de liaison et activite de liaison a HLA-DP4 
de differents peptides 



ppnttdp 


OP*0401 


DP*0402 


IvSO \Hfvi; 


liaison 




liaison 


IT 947-963 


4,61 


0.90 


7 


1.08 


UNK1 


9,47 


0.00 


10.00 


0.00 


NY-ES01 158-180 


30,00 


0,60 


70,00 


0,60 


UL21 283-302 


22.89 


1.77 


20,00 


2,01 


IL3 127-146 


30.37 


1.94 


30.00 


1.86 


NSP2 


40.00 


2.44 


40,00 


2.69 


NY-ES01 119-143 


100.00 


2.16 


100.00 


1.90 


NY-ES01 87-11 


186,12 


1,73 


87,00 


1.26 


MAG 245-258 


250.00 


0,90 


400,00 


1,68 


MARTI 51-73 


8000.00 


3,76 


4000.00 


2,45 


Api-m1 1-18 


10000.00 


1.89 


10000.00 


2.08 


Api-ml 5-22 


10000.00 


4.88 


10000.00 


3.33 


Api-ml 9-26 


10000.00 


3.58 


10000.00 


3.33 


Api-ml 13-30 


10000.00 


2.92 


10000.00 


2,38 


Api-ml 17-34 


10000.00 


2.92 


10000,00 


2,38 


Api-ml 21-38 


10000.00 


4.08 


10000.00 


3,40 


Api-ml 25-42 


10000.00 


3,97 


10000.00 


2.64 


Api-ml 29-46 


10000.00 


2.56 


10000.00 


1.86 


Api-ml 33-50 


10000,00 


2.56 


10000,00 


1.86 


Api-ml 37-54 


10000.00 


4.00 


10000,00 


3.07 


Api-ml 41-58 


10000.00 


4,00 


10000,00 


3,07 


Api-m1 45-62 


10000.00 


3.23 


10000.00 


2.45 


Api-ml 49-65 


10000.00 


3.23 


10000.00 


2,45 


Api-ml 53-70 


10000,00 


3.15 


10000.00 


2.45 


Api-ml 57-74 


10000.00 


3.15 


10000,00 


2.90 


Api-ml 61-78 


10000.00 


3.15 


10000,00 


2,90 


Api-ml 65-82 


50000.00 


3,64 


6500,00 


2,90 


Api-ml 69-86 


10000.00 


2,70 


10000.00 


1.94 


Api-m1 73-90 


10000.00 


1.78 


10000.00 


1.18 


Api-ml 77-94 


450 


1.34 


175.00 


1.18 


A ^: _4 0 4 r\o 
rvpi-iii 1 u i-^w 


oocn 




1225 00 


0 75 


Api-ml 85-102 


10000.00 


1.71 


10000.00 


0.78 


Api-ml 89-106 


10000.00 


1.71 


10000.00 


0.78 


Api-ml 93-110 


10000.00 


4.27 


10000.00 


3,02 


Api-ml 97-114 


10000,00 


4.98 


10000.00 


3.46 


Api-ml 101-118 


10000.00 


3.67 


10000.00 


3.21 
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Api-ml 105-122 


10000.00 


3.65 


10000,00 


3.21 


Api-m1 109*126 


10000,00 


3.65 


10000,00 


3.44 


Api-ml 113-130 


10000,00 


3.96 


10000,00 


3.50 


Api-ml 117-134 


10000,00 


1.86 


10000.00 


1.98 


MART1 1-20 


10000,00 


3,16 


10000.00 


2,16 


MART1 41-60 


10000.00 


2.48 


10000.00 


2.20 


MART1 6272 


10000.00 


4.00 


10000,00 


2.46 


MARTI 103-118 


10000.00 


4.11 


10000.00 


2.95 



Ces resultats montrent qu'il existc une forte correlation entre le score 
de liaison et I'affinite des peptides pour HLA-DP4. En effet, en prenant comme seuil 
d'activite un score de liaison < 2 et une activite de liaison IC50 < 1000 nM : 
5 - 80 % des peptides presentant un score de liaison < 2 pour les 

molecules HLA-DP4 (DP*0401 et DP*0402) presentent une affinite elevee pour ces 
molecules (IC5o< 1000 nM, peptides vrais positifs) et 

- 82 % et 76 % des peptides presentant un score de liaison > 2 pour 
les molecules HLA-DP4 (respectivement DP*0401 et DP*0402) presentent une faible 
10 affinity pour ces molecules (IC50 ^1000 nM, peptides vrais negatifs). 

En consequence, la matrice de liaison a HLA-DP4 peut-etre utilisee 
pour predire la sequence de peptides ligands d'HLA-DP4 a partir de n'importe qu'elle 
sequence d'acides amines, notamment une sequence representant un antigene d'interet. 
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REVENDICATIONS 

1°) Precede de selection de molecules ligand d*HLA-DP4, caracte- 
rise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

(i) incubation d'HLA-DP4 purifiee avec un traceur constitue par un 
5 peptide prealablement marque et apte a etre detecte par un signal approprie, lequel 

peptide traceur est choisi dans le groupe constitue par les peptides presentant un 
rapport signal/bruit de fond superieur a 5, a la concentration de 10 nM, dans un test 
direct de liaison a HLA-DP4, et repondant a la formule generale (I) 
21X1X2X3X4X5X6X7X3X922, dans laquelle : 
10 - Z| et Z2, identiques ou differents, sont nuls ou representent chacun 

un peptide de 1 a 100 acides amines naturels ou synthetiques, de preference de 1 a 30 
acides amines ; de maniere encore plus preferee, de 1 a 10 acides amines, 

- X6 represente un acide amine aromatique ou hydrophobe ou bien 

une cysteine, 

15 - X| represente un acide amine aromatique ou hydrophobe et/ou X9 

represente un acide amine aromatique ou hydrophobe ou bien une cysteine (C), un 
acide aspartique (D), une glutamine (Q), une serine (S), une threonine (T) ou un acide 
glutamique (E), et 

- X2, X3, X4, X5, Xyet Xs representent chacun un acide amine naturel 

20 ou synthetique, 

en presence de differentes concentrations de molecule(s) a tester, 

(ii) separation des differents complexes formes, 

(iii) revelation des complexes HLA-DP4/peptide traceur par mesure 
du signal associ6 audit peptide traceur, et 

25 (iv) selection des molecules ligand qui presentent une activite de 

liaison IC50 < 1000 nM, correspondant a la concentration de ces molecules qui 
inhibent 50 % de la liaison du peptide traceur. 

2") ri'uccuc ^cluu \a icvcuuicatiori 1, CaiaCtcfiSc cn cc que Icsditcs 
molecules a tester representent une banque de peptides chevauchants recouvrant la 

30 sequence d'un antigene. 
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3**) Proced6 selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracte- 
rise en ce que rHLA-DP4 de I'etape i) est choisie dans le groupe constitue par les 
molecules codecs par les alleles DPA1*103/DPB 1*0401 et DPA1*103/DPB 1*0402. 

4°) Precede selon Tune quelconque des revendications I a 3, caracte- 
5 rise en ce que dans ledit peptide traceur de formule generale (I) : 

- X6 est selectionn6 parmi L, I, W, F, M, Y et C, et 

- Xi est selectionne parmi A, V, L, I, W, F, M et Y, et/ou X9 est 
selectionne parmi A, V, L, I, P, W, F, M, Y, C, D, Q, S, T et E. 

5°) Procede selon la revendication 4, caracteris6 en ce que ledit pep- 
10 tide traceur est choisi dans le groupe constitue par les peptides de sequence SEQ ID 
NO: 4, 9, 12, 13, 14, 18 et 19. 

6^) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracte- 
rise en ce^que ledit peptide traceur est choisi dans le groupe constitue par les peptides 
biotinyles, radiomarques et les peptides couples a un fluorochrome. 
15 7*^) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracte- 

rise en ce que ledit peptide traceur est utilise a une concentration < 200 nM, de prefe- 
rence inferieure a 20 nM ; de maniere encore plus preferee a la concentration de 10 
nM. 

S*') Ligand d'HLA-DP4 susceptible d'etre obtenu par le procede de 
20 selection selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il 
correspond a une molecule minerale ou a une molecule organique, naturelle ou 
synthetique, presentant une activite de liaison a HLA-DP4 inferieure a 1000 nM. 

9°) Ligand d'HLA-DP4 selon la revendication 8, caracterise en ce 
que ladite molecule organique est un peptide ou un peptide modifie tel qu'un glyco- 
25 peptide, un lipopeptide ou un pseudopeptide. 

10°) Peptide ligand d'HLA-DP4 selon la revendication 9, caracterise 
en ce que sa sequence peptidique repond a la formule generale (I) 

- Zi et Z2, identiques ou differents, sont nuls ou representent chacun 
30 un peptide de 1 a 100 acides amines naturels ou synthetiques, de preference de 1 a 30 

acides amines ; de maniere preferee, de 1 a 10 acides amines. 
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. X6 represente un acide amine aromatique ou hydrophobe, ou bien 

une cysteine, 

• X| represente un acide amine aromatique ou hydrophobe et/ou X9 
represente un acide amine aromatique ou hydrophobe, ou bien une cysteine (C), un 
5 acide aspartique (D), une glutamine (Q), une serine (S), une threonine (T) ou un acide 
glutamique (E), et 

- X2, X3, X4, X5, X7 et Xs representent chacun un acide amine naturel 

ou synthetique, 

a condition que ledit peptide ligand d'HLA-DP4, de formule generale (I) ne corres- 
10 ponde a aucune des sequences SEQ ID NO: 1^17. 

1 1°) Peptide selon la revendication 10, caracterise en ce que : 

- Xe est selectionne parmi L, I, W, F, M, Y et C, et 

- Xi est selectionne parmi A, V, L, I, W, F, M et Y, et/ou X9 est 
selectionne parmi A, V, L, I, P, W, F, M, Y, C, D, Q, S, T et E. 

15 12°) Peptide selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il se lie 

specifiquement a la molecule HLA-DPB 1*0401 et X6 est different de C, et/ou Xi est 
different de A et de V, et/ou X9 represente W ou Y ou X9 est different de E et de C, 
et/ou X4 est different de K et de R. 

13°) Peptide selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu*il se lie 

20 specifiquement a la molecule DPB 1*0402 et Xe represente C, et/ou Xi represente A 
ou V, et/ou X9 represente E ou C ou X9 est different de Y et W, et/ou X4 represente K 
ou R. 

14**) Peptide selon la revendications 10, caracterise en ce qu'il 
presente la sequence SEQ ID NO:84. 
25 15°) Molecule d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'elle code pour 

un peptide selon Tune quelconque des revendications 10 a 14. 

16°) Cassette d'expression, caracterisee en ce qu'elle comprend au 

necessaires au controle de la transcription et de la traduction de ladite molecule 
30 d'acide nucleique. 



wo 03/040299 



PCT/FR02/03555 



47 

17**) Vecteur, caract6rise en ce qu'il comprend un insert constitue par 
une molecule d*acide nucleique selon la revendication 15 ou une cassette d*expression 
selon la revendication 16. 

18°) Cellule transformee par au moins une molecule d'acide 
5 nucleique selon la revendication 15 ou un vecteur selon la revendication 17. 

19°) Composition immunomodulatrice, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un ligand d'HLA-DP4 selon Tune quelconque des revendications 
8 a 14 ou une molecule d'acide nucleique selon la revendication 15. 

20°) Reactif de diagnostic de Tetat immunitaire d'un individu, 
10 caracterise en ce qu'il comprend au moins un ligand d'HLA-DP4 selon Tune 
quelconque des revendications 8 a 14. 

21°) Methode de diagnostic de Tetat immunitaire d'un individu 
comprenaht les etapes de : 

- mise en contact d'un echantillon biologique dudit individu avec un 
15 reactif de diagnostic selon la revendication 20, et 

- detection de lymphocytes T CD4'*'specifiques d*un antigene. 

22°) Kit de detection de Tetat immunitaire d'un individu, caracterise 
en ce qu'il comprend au moins un reactif selon la revendication 20, associe a un 
moyen de detection des lymphocytes T CD4+ specifiques d'un antigene. 
20 23°) Utilisation d'un ligand d'HLA-DP4 selon Tune quelconque des 

revendications 8 a 14 ou d'une molecule d'acide nucleique selon la revendication 15, 
pour la preparation d'un medicament immunomodulateur ou d'un reactif de diagnostic 
de Tetat immunitaire d'un individu. 

24°) Procede de tri de lymphocytes T CD4+ specifiques d'un anti- 
25 gene, caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- mise en contact de cellules avec des tetrameres marques par un 
fluorochrome, prepares a partir des complexes entre un ligand d'HLA-DP4 selon Tune 

- tri des cellules liees audit tetrameres, en cytometric de flux. 

30 25°) Procede d'identification de peptides ligands d'HLA-DP4 selon 

la revendication 10, a partir d'une sequence d'acides amines, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins les etapes suivantes : 
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a) retablissement d'une matrice de liaison a HLA-DP4 par calcul, 
-pour tous les mutants d'un peptide traceur tel que defini a la revendication 1, repre- 
sentant Tensemble des substitutions des residus en position 1 , 4, 6 ou 9 dudit peptide 
traceur par les 19 autres acides amines naturels-, du rapport des IC50 desdits peptides 

5 mutants et dudit peptide traceur, a Taide du test de liaison a HLA-DP4 tel que defini 
dans le procede de selection de la revendication 1, 

b) revaluation de la liaison a HLA-DP4 de peptides d*au moins 9 
acides amines inclus dans ladite sequence d'acides amines, par calcul, pour chaque 
fragment de 9 acides amines dudit peptide, de la somme des scores de liaison a HLA- 

10 DP4 des residus en position 1, 4, 6 et 9 dudit fragment, a partir de la matrice de liaison 
etablie en a), et 

c) identification des peptides ligands d'HLA-DP4 correspondant a 
ceux dont la perte de liaison a HLA-DP4, par rapport audit peptide traceur est la plus 
faible, c'est a dire ceux dont la somme des scores de liaison presente la valeur la plus 

15 faible exprimee en logarithme (log) ; de preference inferieure a 2, de maniere preferee 
inferieure a 1, de maniere encore plus preferee, proche de 0. 

26°) Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que ledit 
peptide traceur est le peptide de sequence SEQ ID NO:28. 
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<160> 129 

<170> PatentIn Ver. 2,1 

<210> 1 
<211> 21- 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth^tique 

<400> 1 

Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser 
15 10 15 

Ala Ser His Leu Glu 
20 



<210> 2 
<211> 24 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 2 

AsD Pro Tvr Asn Cys Asp Trp Asp Pro Tyr His Glu Lys Tyr Asp Trp 
i ' 5 10 15 

Asp Leu Trp Asn Lys Trp Cys Asn 
20 



<210> 3 
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<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth^tique 

<400> 3 

Phe Phe Leu Leu Thr Arg lie Leu Thr lie 
15 10 



<210> 4 
<211> 20 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 4 

Gly Val Gin lie Val Arg Gin lie Arg Ser Gly Glu Arg Phe Leu Lys 
1 5 - 10 15 

lie Trp Ser Gin 
20 



<210> 5 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 5 

Gly lie Ser Lys Cys Arg Phe Leu Lys lie Arg Glu Gly Arg 
15 10 



<210> 6 
<211> 16 

PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 
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<400> 6 

lie Ala Phe Asn Ser Gly Met Glu Pro Gly Val Val Ala Glu Lys Val 
15 10 15 



<210> 7 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 7 

Gly Met Glu Pro Gly Val Val Ala Glu Lys Val Arg Asn Leu Ser Val 
15 10 15 



<210> 8 
<211> 16" 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 8 

Pro Asn Ala Gin Arg Phe Gly lie Ser Asn Tyr Cys Gin lie Tyr Pro 
15 10 15 



<210> 9 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :peptide 
synthetique 

<400> 9 

Thr Gin His Phe Val Gin Glu Asn Tyr Leu Glu Tyr 
15 10 



<210> 10 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle :peptide 
synth6tique 

<400> 10 

Met Trp lie Thr Gin Cys Phe Leu Pro Val Phe Leu Ala Gin Pro Pro 
15 10 15 

Ser Gly Gin Arg 
20 



<210> 11 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle rpeptide 
synth6tique 

<400> ir 

Gin Leu Ser Leu Leu Met Trp lie Thr Gin Cys Phe Leu Pro Val Phe 
15 10 15 

Leu Ala Gin Pro Pro 
20 



<210> 12 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle rpeptide 
synth^tique 

<400> 12 

Arg Glu Leu Trp Trp Val Phe Tyr Ala Gly Asp 
15 10 



<210> 13 
<211> 20 
<212> PRT 

<7^ 3> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 
synthetique 

<400> 13 

Gly Pro Gly Ala Pro Ala Asp Val Gin Tyr Asp Leu Tyr Leu Asn Val 
15 10 15 
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Ala Asn Arg Arg 
20 



<210> 14 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 14 

Glu Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala Arg 
15 10 15 

Leu 



<210> 15 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 15 

Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala Arg Leu 
15 10 15 



<210> 16 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 16 

Glu Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu 
15 10 



<210> 17 
<211> 18 
<212> PRT 
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<213> Sequence artificielle 
<400> 17 

Thr lie Ser Ser Tyr Phe Val Gly Lys Met Tyr Phe Asn Leu lie Asp 
15 10 15 

Thr Lys 



<210> 18 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 18 

Arg Glu Leu Trp Trp Val Phe Tyr Ala Gly Asp Arg Ala Leu Glu Glu 
1-5 10 15 

Pro His Ala Glu 
20 



<210> 19 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<400> 19 

Leu Leu Thr Gin His Phe Val Gin Glu Asn Tyr Leu Glu Tyr 
15 10 



<210> 20 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 70 

Phe Asn Asn Phe Thr Val Ser Phe Trp Leu Arg Val Pro Lys Val Ser 
15 10 15 



Ala 
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<210> 21 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence arti ficielle : peptide 
synthetique 

<400> 21 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 22 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 22 

Ala Ala Tyr Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 23 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle .-peptide 
synthetique 

<400> 23 

Asp Val Glu Val Tyr Arg Ala Val Thr Pro Leu Gly Pro Pro Asp 
15 10 15 



<210> 24 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synthetique 

<400> 24 

Glu Pro Arg Ala Pro Trp lie Glu Gin Glu Gly Pro Glu Tyr Trp Asp 
15 10 15 
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<210> 25 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 25 

Glu Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu 
15 10 



<210> 26 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 26 

Glu Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro 
15 10 



<210> 27 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synthetique 

<400> 27 

Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala 
15 10 



<210> 28 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synthetique 
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<400> 28 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 29 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle rpeptide 
synthetique 

<400> 29 

Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala Arg 
15 10 



<210> 30~ 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :peptide 
synthetique 

<400> 30 

Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala Arg Leu 
15 10 



<210> 31 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 31 

Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala Arg Leu 
15 10 



<210> 32 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 
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<223> Description de la sequence artif icielle:peptide 
synth§tique 

<400> 32 

Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala Arg Leu 
15 10 



<210> 33 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 
synthetique 

<400> 33 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala Arg Leu 
15 10 15 



<210> 34 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<22Q> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 
synthetique 

<400> 34 

Glu Lys Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 15 



<210> 35 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<400> 35 

Ala Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 36 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 
synthetique 



wo 03/040299 



PCT/FR02/03555 



11 



<400> 36 

Lys Ala Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 37 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 37 

Lys Tyr Ala Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 38" 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 38 

Lys Tyr Phe Ala Ala Ala Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 39 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 39 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Ala Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 40 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 
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<223> Description de la sequence artif icielleipeptide 
synth^tique 

<400> 40 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Ala Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 41 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 41 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Ala Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 42 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 42 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Ala Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 43 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 43 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Ala Ala Ala 
15 10 



<210> 44 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle .-peptide 
synth6tique 

<400> 44 

Lys Lys Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 45 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 45 

Lys Tyr Lys Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 46 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : pept ide 
synth6tique 

<400> 46 

Lys Tyr Phe Lys Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 47 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synth§tique 

<400> 47 

Lys Tyr Phe Ala Lys Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 48 
<211> 13 
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<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 48 

Lys Tyr Phe Ala Ala Lys Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 49 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielie : peptide 
synth^tique 

<400> 49" 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Lys Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 50 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle rpeptide 
synth^tique 

<400> 50 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Lys Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 51 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 51 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Lys Pro Leu Ala Ala 
15 10 
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<210> 52 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 52 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Lys Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 53 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 53 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Lys Ala Ala 
15 10 



<210> 54 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synthetique 

<400> 54 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Lys Ala 
15 10 



<210> 55 
<211> 13 
<212> PRT 

<?13> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 55 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Lys 
15 10 
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<210> 56 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 56 

Lys Tyr Tyr Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 57 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 57 

Lys Tyr Leu Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 58 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<400> 58 

Lys Tyr Glu Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 59 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 59 

Lys Tyr Asn Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 
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<210> 60 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 60 

Lys Tyr Thr Ala Ala Thr Gin Phe Giu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 61 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> De'scription de la sequence artif icielle:peptide 
synthetique 

<400> 61 

Lys Tyr Phe Ala Ala Phe Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 62 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 
synth6tique 

<400> 62 

Lys Tyr Phe Ala Ala Leu Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 63 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art i f icielle : peptide 
synthetique 

<400> 63 

Lys Tyr Phe Ala Ala Glu Gin Phe Giu Pro Leu Ala Ala 
1 5 10 
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<210> 64 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth^tique 

<400> 64 

Lys Tyr Phe Ala Ala Asp Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 65 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle ; peptide 
synthetique 

<400> 65 

Lys Tyr Phe Ala Ala Asn Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 66 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 66 

Lys Tyr Phe Ala Ala Tyr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 67 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 67 
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Lys Tyr Phe Ala Ala Arg Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 68 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth^tique 

<400> 68 

Lys Tyr Phe Ala Ala Ser Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 69 

<211> 13_^ 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 69 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Tyr Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 70 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 70 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Leu Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 71 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 
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<400> 71 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Trp Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 72 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle cpeptide 
synth^tique 

<400> 72 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Glu Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> IT 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 73 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Asn Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 74 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 74 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Thr Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 75 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 
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<223> Description de la sequence artif icielle ipeptide 
synthetique 

<400> 75 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Phe Ala Ala 
15 10 



<210> 76 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :peptide 
synth6tique 

<400> 76 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Tyr Ala Ala 
15 10 



<210> 77 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 77 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Glu Ala Ala 
15 10 



<210> 78 

<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 78 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Asp Ala Ala 
15 10 



<210> 79 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle rpeptide 
synthetique 



<400> 79 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Asn Ala Ala 
1 5 10 



<210> 80 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<22Q> 

<223> Description de la sequence artif icielle :peptide 
synthetique 

<400> 80 

Lys Tyr ~E>he Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Arig Ala Ala 
1 5 10 



<210> 81 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 81 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Val Ala Ala 
15 10 



<210> 82 
<211> 23 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : peptide 
synthetiaue 

<400> 82 

Leu Leu Met Trp lie Thr Gin Cys Phe Leu Pro Val Phe Leu Ala Gin 
15 10 15 

Pro Pro Ser Gly Gin Arg Arg 
20 
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<210> 83 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :peptide 
synth6tique 

<400> 83 

Pro Gly Val Leu Leu Lys Giu Phe Thr Val Ser Gly Asn lie Leu Thr 
15 10 15 

lie Arg Leu Thr Ala Ala Asp His Arg 
20 25 



<210> 84 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 84 

Leu Leu Glu Phe Tyr Leu Ala Met Pro Phe Ala Thr Pro Met Glu Ala 
15 10 15 

Glu Leu Ala Arg Arg Ser Leu Ala Gin 
20 25 



<210> 85 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 85 

Asp Lys Phe Tyr Asp Cys Leu Lys Asn Ser Ala Asp Thr Ser Ser Tyr 
I 5 10 15 

Phe 



<210> 86 
<211> 18 
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<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth^tique 

<400> 86 

Tyr Phe Val Gly Lys Met Tyr Phe Asn Leu lie Asp Thr Lys Cys Tyr 
15 10 15 

Lys Leu 



<210> 87 
<211> 23 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<4G0> 87 

Arg Asn Gly Tyr Arg Ala Leu Met Asp Lys Ser Leu His Val Gly Thr 
15 10 15 

Gin Cys Ala Leu Thr Arg Arg 
20 



<210> 88 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :peptide 
synthetique 

<400> 88 

Asp Cys Leu Lys Asn Ser Ala Asp Thr lie Ser Ser Tyr Phe Val Gly 
15 10 15 

Lys Met 



<210> 89 
<211> 18 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 
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<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 89 

Asn Ser Ala Asp Thr He Ser Ser Tyr Phe Val Gly Lys Met Tyr Phe 
15 10 15 

Asn Leu 



<210> 90 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 90_ 

Met Pro Arg Glu Asp Ala His Phe He Tyr Gly Tyr Pro Lys Lys Gly 
15 10 15 

His Gly His Ser 
20 



<210> 91 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 91 

Leu Leu He Gly Cys Trp Tyr Cys Arg Arg Arg Asn Gly Tyr Arg Ala 
15 10 15 

Leu Met Asp Lys 
20 



<210> 92 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 92 
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Leu Met Asp Lys Ser Leu His Val Gly Thr Gin Cys Ala Leu Thr Arg 
15 10 15 

Arg Cys Pro Gin 
20 



<210> 93 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 



<400> 93 

Ala Tyr Glu Lys Leu Ser Ala Glu Gin Ser Pro Pro Pro Tyr Ser Pro 
15 10 15 



<210> 94 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 94 

Leu Leu Glu Phe Tyr Leu Ala Met Pro Phe Ala Thr Pro Met Glu Ala 
15 10 15 

Glu Leu Ala Arg Arg Ser Leu Ala Gin 
20 25 



<210> 95 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle ; peptide 
synthetique 

<400> 95 

Phe Leu Pro Val Phe Leu Ala Gin Pro Pro Ser Gly Gin Arg Arg 
15 10 15 



<210> 96 
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<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :peptide 
synth6tique 

<400> 96 

Lys Tyr Asp Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
1 5 10 



<210> 97 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 97 

Lys Tyr Gly Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 98 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence arti ficielle : peptide 
synthetique 

<400> 98 

Lys Tyr His Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 99 
<211> 13- 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 99 

Lys Tyr lie Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 
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<210> 100 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 100 

Lys Tyr Met Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 101 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 101 

Lys Tyr Pro Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 102 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<22Q> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 102 

Lys Tyr Gin Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 103 

<211> 13 

<212> PRT 

*^'21?> Seone^rrp rt i f icrel le 
<220> 

<223> Description de la sequence art i ficielle : peptide 
synthetique 

<400> 103 

Lys Tyr Arg Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 
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<210> 104 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth^tique 

<400> 104 

Lys Tyr Ser Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 105 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synthetique 

<400> 105 

Lys Tyr Val Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 106 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synthetique 

<400> 106 

Lys Tyr Trp Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 107 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle ipeptide 
synthetique 



<400> 107 
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Lys Tyr Phe Ala Ala Gly Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 108 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 108 

Lys Tyr Phe Ala Ala Pro Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 109 
<211> 13_ 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 109 

Lys Tyr Phe Ala Ala His Gin Phe Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 110 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 110 ^ 
Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Asp Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 111 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : peptide 
synthetique 
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<400> 111 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Giy Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 112 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :peptide 
synth^tique 

<400> 112 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin His Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 113 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthet ique 



<400> 113 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin lie Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 114 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth^tique 

<400> 114 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Met Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 115 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 115 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Pro Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 116 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 116 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Gin Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 117 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 117 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Arg Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 118 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 118 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Ser Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 119 
<211> 13 
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<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 119 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Val Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 120 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 120 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Trp Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 121 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 



<400> 121 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Cys Glu Pro Leu Ala Ala 
15 10 



<210> 122 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 122 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Gly Ala Ala 
15 10 
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<210> 123 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 123 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro His Ala Ala 
15 10 



<210> 124 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 

<400> 124 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro lie Ala Ala 
15 10 



<210> 125 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synth6tique 



<400> 125 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Pro Ala Ala 
15 10 



<210> 126 
<211> 13 
<212> PRT 

■ ^ ^ - 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 126 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Gin Ala Ala 
1 5 10 
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<210> 127 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 127 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Ser Ala Ala 
15 10 



<210> 128 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 

<400> 128 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Thr Ala Ala 
15 10 



<210> 129 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : peptide 
synthetique 



<400> 129 

Lys Tyr Phe Ala Ala Thr Gin Phe Glu Pro Trp Ala Ala 
15 10 
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(54) Title: METHOD OF SELECTING HLA-DP4 LIGANDS AND THE APPLICATIONS THEREOF 



(54) Titre : PROCEDE DE SELECTION DE LIGANDS D'HLA-DP4 



(57) Abstract: The invention relates to a method of selecting HLA-DP4 ligand molecules comprising the following steps: (i) incu- 
bation of purified HLA-DP4 with a tracer having general formula (1) Z1X1X2X3X4X5X6X7X8X9Z2 (wherein Zi and Z2. which may be 
identical or dififerent, are equal to zero or each represent a peptide with between 1 and 100 amino acids; Xg represents an aromatic or 
hydrophobic amino acid or a cysteine; and Xi represents an aromatic or hydrophobic amino acid and/or X9 represents an aromatic or 
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concentrations of molecule(s) to be tested; (ii) separation of the different complexes formed; (iii) detection of HLA-DP4/peptide 
tracer complexes; and (iv) selection of ligand molecules having a binding capacity IC50 < 1000 nM. The invention also relates to the 
^>s| applications of same. 



ON 



^.1^ (57) Abr^^ : Precede de selection de molecules ligand d'HLA-DP4 comprenant les etapes suivantes: (i) incubation d'HLA-DP4 
purifiee avec un traceur de formule gen^rale (I) Z1X1X2X3X4X5X6X7X8X9Z2, dans laquelle: Zi et Z2, identiques ou dififerents, sont 

JJ? nuls ou representent chacun un peptide de 1 a 1 00 acides amines, Xe represente un acide amine aromatique ou hydrophobe ou bien une 
cysteine, et Xi represente un acide amine aromatique ou hydrophobe et/ou X9 represente un acide amine aromatique ou hydrophobe, 

^ ou bien C, D, Q, S, T ou E, et X2,X3,X4,X5.X7 et Xg representent chacun un acide amin^, en presence de diff^rentes concentrations 
de moI6cu]e(s) ^ tester, (ii) separation des diff^rents complexes formes, (iii) revelation des complexes HLA-DP4/peptide traceur, et 
(iv) selection des molecules ligand qui pr^sentent une activity de liaison ICso < 1000 nM, et ses applications. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inteaiiatioiial application No. 

PCT/FR 02/03555 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 G01N33/68 C12N15/00 
According to Memational Patent Classification (IPC) or to both national classification and PC 



FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 GOIN C07K C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practicable, search terms nsed) 

EPO-Internal , WPI Data, BIOSIS, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 


Citation of document, -wilh indication, where appippnate, of the leleTOnt passages 


Rdevant to claim No. 


X 


ZAROUR HASSANE M ET AL: "NY-ESO-1 encodes 


8-24 




DRBl*0401-restr1cted epitopes recognized 






by melanoma-reactive CD4+ T cells." 






CANCER RESEARCH, 






vol. 60, no. 17, 






1 septembre 2000 (2000-09-01), pages 






4946-4952, XP002236092 






ISSN: 0008-5472 






abstract 






table 1 






-/-- 





[X Further documents are listed in the continxaation of Box C, See patent family annex. 



♦ Special categories of cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not considered 

to be of particular relevance 
**E" earlier document but published on or after the intemational filing date 
**L" document which may throw doubts on priority claiin(s)^ or vtAiidi is 

Special reason (as specified) 
^*0** document referring to an oral disclosure, use, eidubition or other 
means 

**P" document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



T" later document published after the intemational filing date or priority 
date and not in coJtflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" documfiCt of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
st^ when the document is taken alone 

"Y** document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in fiie art 

document membo" of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
15 April 2003 (15.04.03) 


Date of mailing of the international search report 
06 May 2003 (06.05.03) 


Name and mailing address of the ISA/ 

European Patent Office 

Facsiniile No, 


Authorized oJQ&cer 
Telephone No. 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



1111611101101181 application No. 

PCT/FR 02/03555 



C (Continuation). IXX3UMENTS CONSXDH^ TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



CARBALLIDO OOSE M ET AL: "T cell epitope 

specificity of human allergic and 

nonallergic subjects to bee venom 

phosphoHpase A2." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

vol. 150, no. 8 PART 1, 1993, pages 

3582-3591, XP002238429 

ISSN: 0022-1767 

abstract 

figure 3 

FALK KIRSTEN ET AL: "Pool sequencing of 
natural HLA-DR, DO, and DP ligands reveals 
detailed peptide motifs, constraints of 
processing, and general rules." 
IMMUNOGENETICS, 

vol. 39, no. 4, 1994, pages 230-242, 

XP008007529 

ISSN: 0093-7711 

cited in tlie application 
abstract 
figure 4 



8-24 



1-7,25, 
26 



MARSHALL KEITH W ET AL: "Role of the 
polymorphic residues in HLA-DR molecules 
in allele-specific binding of peptide 
ligands." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

vol. 152, no. 10, 1994, pages 4946-4957, 

XP002212882 

ISSN: 0022-1767 

cited in the application 

page 4947, column 2, paragraph 1 

CASTELLI FLORENCE A ET AL: "HLA-DP4, the 

most frequent HLA II molecule, defines a 

new supertype of peptide-binding 

specificity." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

vol. 169, no. 12, 

15 December 2002 (2002-12-15), pages 
6928-6934, XP002238415 
ISSN: 0022-1/6/ 
the whole document 



1-7.25, 
26 



1-26 



Form PCT/ISA/210 (contimiation of second siieet) (My 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intematlanal appRcation No. 
PCT/FR 02/03555 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item i of first sheet) 
This International Search Report has not been estabtishdd in respect of certain dalms under Aniole 17(2)(a} for the foflov^ring reasons: 
1, r_j Cfainns Nos.; 

— because they relate to subject matter not required to be seanshod by this Authority, namely: 



2. W Claims Nos.; 8-24 
because they relate to parts of thi 

an extent that no meaningful International Search can be canied cut, spedfloalV! 

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210 



because they relate to parts of the Inlennatlonal Application that do not comply whh the prescribed requirements to such 
' cifloall 



a. rn aaimsNos.! 

idccause th^ are dependent claims and are not drafted in acoordance with the socond and third sentences of Rule e.4(a). 

Box II Observations where unity of Invention ie lacking (Continuation of Item 2 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple Inventions in this international application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international Seansh Report covers afl 
' — » searchable claims* 

2. As all searchable olalms could be searched w'^cut effort Justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 



a I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically daims Nos.: 



4. I I No requlrad addioonal search fees vtfore timsly paid by the applicant. Consequently, this Interr^atlonal Search Repon la 
restricted to the invention ftrst mentioned in the claims; it Is ccverad by claims Nos j 



Bemaric on Protest [ [ The additional search fees were accompanied by the applicants protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search lees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1998) 



International application No. 
PCT/FR 02/03555 



Claims 8-24 



Claims 8-24 relate to a molecule defined by reference to two desirable 
properties: an ability to be obtained by means of the selection method of 
claims 1-7, and an HLA-DP4 binding activity of less than 1000 nM, with the 
exception of the peptides corresponding to sequences 1-17. Of all the 
molecules having these properties, the patent application provides support 
within the meaning of PCX Article 6 and/or disclosure within the meaning of 
PCT Article 5 only for the peptides corresponding to sequences 82, 83, 86 
and 94. Sequence 84 claimed in claim 14 is identical to sequence 94. As a 
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Cadre I Obseivations - lorsqu'tl a 61^ estim^ que certainea revendicationa ne pouvaient pas faire robjet d'une recherch 9 
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Contorm6ment k Particle 17^)a), certalnes revendlcaUons rfont pas fait Pobjet d'une recherche pour lee motifs sulvants: 

1, Les revendcatlons ^ ^ ^. ^ u ^ i 

— se rapportent & un ob|et & regard duquel radmlnlstration n'est pas tenue de proceder k ta recherche, k savoir: 



2. Pn Les revendlcations 8-24 

— se rapportent k dee parties de la demande Intemationale qui ne rempllssent pas suffisamment les conditions prescntes pour 
qu'une recherche significative pulsse dire effectuee, en particulier: 

voir feuille supplement aire SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3 I I Les revendlcations n^^ 

' — ' sont des revendlcations ddpendantes et ne sent pas r6dlgdes confomri6ment aux dispositions d© ia deuxlfeme et de ia 
troisl6me phrases de ta regie 6.4.a). 
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Justiflant une taxe addttionnelie, i'admlnlstration n'a soiiicit6 Ie paiement tf aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a dte pay6e dans Ies d§lais par Ie diposant. Ie present 
I — I rapport de recherche Intemationale ne porte que sur les revendlcations pour lesquelles ies taxes ont 6t& payees, a savoir 
les revendlcations n *^ 



4. I I Aucune taxe addltionnelle demand6e n'a dt§ pay^s dans ies d^lals par Ie d6posant En consequence. Ie present rapport 
I — ' de recherche Internationale ne porte que sur ilnvention mentionnie en premier lieu dans ies revendlcations; elie est 
couverte par les revendlcations n °* 



Remarque quant k la reserve Les taxes additionnelles ^talent aocompagnees rfune reserve de la part du ddposan l. 
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Suite du cadre 1.2 
Revendlcatlons nos.: 8-24 



Les revendlcatlons 8-24 se referent a une molecule definle en faisant 
reference a deux proprietes souhaltables: la susceptibilite d'§tre 
obtenue par le precede de selection des revendlcatlons 1-7, et une 
actlvlte de liaison a HLA-DP4 inferieure a 1000 nM, avec 1 'exclusion des 
peptides correspondent aux sequences 1-17. Des toutes les molecules ayant 
ces propri^t^s, la demande de brevet ne donne un fondement au sens de 
1 'Article 6 PCT et/ou un expos^ au sens de 1 'article 5 PCT que pour les 
peptides correspondant aux sequences 82, 83, 86 et 94. La sequence 84, 
revendlquee dans la revendication 14, est Identlque a la sequence 94. Par 
consequent, la recherche a ete limitee aux peptides 82, 83, 86 et 94. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendlcatlons, 
ou des parties de revendi cations, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a 6ti etabll ne peuvent faire 
obligatoirement I'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Rdgle 66.1(e) 
PCT) Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par I'OEB 
aglssant en quality d' administration chargSe de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder i un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fa1t 1 'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendlcatlons 
aient ou n'aient pas 6te modifies, so1t apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapltre II. 



